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c o n o c i d a s « n n o T - 4 9 6 , T « S 1 6 y T - 5 4 4 e n f u n c i ó n d e s u p e s o m o l e c u l a r 
E s t u d i o s d e t o x i c i d a d d e l a T - 5 1 4 r e a l i z a s p o r H e r m u d e z y e o l s c o n 
a c ú n a l e s d e d i f e r e n t e s e s p e c i e s m n s ü m m a J i o ^ i o n & í c a r t t t e r i 2 a d a s p o r n e c r o s i s 
c a i m 4 u h u l i l l a r m a s i v a y d e g e n e r a c i ó n g r a s a e n h í g a d o , l e s i ó n c d l o s c a p i l a r e s 
p u l m o n a r e s y d e g e n e r a c i ó n h i d r ó p i c a d e l r í f l ón . L a e s t r u c t u r a m o l e c u l a r d e l a s 
t o x i n a s y w e f e c t o s s e m u e s t r a n e n l a f í g . 3 . 
1 « s e l e c t i v i d a d p a r a h í g a d o y p u b n ó o U c v a r ó o a l o s a u t o r e s a t a d a e n n i n a c i ó a d e 
l a d o s i K l e t s l 5 0 % (DT-50) e n d i s t i n t a s e s p e c i e s a n í m a l e * . 
Hi»ura 2 
. e o o ( futo verde y n i adu io 
OH O OH OH OH O 
OH» 
o c * * o o 
CHjO OH 0 4 | 
0 * » 0 M O 
CH» 
CH* OH 
T - M 4 
R C « n > 
T o u m e « o b i t a A d e l fin» <te K fcntrKni,Hnro y s i » efec*os. 
L a gr&fi ia ü v le ta l idad q u e s e e n c o n t r ó c o 1cé¡ e s t u d i o s a n t a s m e n c i o n a d o s m o s t r ó 
u n a p e n d i e n t e m u y e m p i n a d a , p e n d i e n t e q u e n o s e p r é s e n l a c o a frecuencia y n o s 
h a b í a d e u n a v a r i a c i ó n b i o l ó g i c a e s u e c á i a o n , e s t e r e s u l t a d o l l e v ó a q u e s e 
a n a l i z a r a ed e f e c t o d e l a T - 5 1 4 s o b r e l i nea s c e l u l a r e s n e o p l á s i c a s y b e m g n a & 
C o n el p r o p ó s i t o d e i n v e s t i g a r l a t o x i c i d a d de l c o m p u e s t o , P i d e y r o y c a l a . t iui iK 
K a l i z a r o n e s t u d i é in v i t r o c o n d i s t i n t a s l i nea s c e l u l a r e s , d o n d e d e m o s t r a r o n q u e 
a l g u n a s c é l u l a s n e o p t á s i c a a p o ^ e o a n a m a r c & l a s e n s i b t t r d a d a l a T - 5 1 4 al s e r 
u t f n p a r a d a s e o o l a s l i n e a s c e l u l a r e s b e n i g n a » , d e es ta . m a n e r a s e d e m o s t r ó s u 
t o n i c i d a d s e l e c t i v a . L a s c é l u l a s m á s s e n s i b l e « hv]mi»wm a la T « S 1 4 f u e r o n 
b e p a t o m a ( P L C / P R F / 5 ) , A d e n o c a r c i o o m a d e C o l o n ( L o v o ) y c a r c i n o m a 
p u l m o n a r d e «él u l a s pervier tas ( N C J - I 1 6 9 ) ( id. 
F s t o f u e c o r r o b o r a d o p o r F i e b i g ( e s a l a t e iwt twi I ) e n l a U n i v e r s i d a d d e 
F r i b u r g o raí A l e m a n i a , q u i e n e o c o n l r b u n 6 3 % d e s e n s i b i l i d a d d e l a s l i n e a s 
c e l u l a r e s e s t u d i a d a s , p r i n c i p a l m e n t e m u l a n o o i a , h c j x i t o m a , a d e n n u m i n u m a d e 
p u l m ó n , a s i c o m o t a m b i é n e n c a r c i n o m a * d e o v a r i o y c o l o n . O t r o s e s t u d i o s 
r e a l i z a d o s e n el I n s t i t u t o N a c i n n a l d e C á n c e r e a l o s E s t a d o s U o i d o s e n l i n e a s 
c e l u l a r e s d e m e l a n o n a , m a r e a , rìfióo, c o l o o y S N C , i n d i c a m i s u p o t e n c i a l u s o 
G O O M a o u n e o p M s i c o . 
Bn e l d e p a r t a m e n t o d e F a r m a c o l o g i a y T o x i c n l o g í a d e esta , f a c u l t a d , s e h a n 
ncalÙMSo e s t u d i o s p a r a d e t e r m i n a r tí p r o b a b l e m e e a n u s n o d e a o c i t a d e l a T - 5 1 4 , 
l o s h a n p e n n i o d o iden t i f i ca r : 
U n e f e c t o d e p r e s o r a o b r e e l n ú m e r o d e p e r v x i s o « ! » » h e p á t i c o s d e i * t a s y M a f i f l t a 
fe a c i c u l a r » a » y u n s i n h i b i c i ó n d e l a e n z i m a m ^ ' n * * b o v i n a in v i t r u ( M » s m 
o v h a i g o , a l i n v e s t i g a r s e e l e l e c t o d e l a T - S 1 4 s o b r e la a c t i v i d a d d e la C a l e s a 
h e p á t i c a d d r a t ó n a l b i n o e n c o r t e s d e tejido y h o m o g e n l z a d o s , n o s e d e m o s t r ó t a 
m h i b t c i ó o d e l a a * 2 i m a , t a n t o e n p r o c e s o s b i o q u í m i c o s c o m o b i o q u í m i c o s . E s t o 
t n d i o ó q u e c u a n d o s e u t i l i z a l a e n z i n i a p u i f l c a d s , l a T - 5 1 4 s o l a m e n t e d i s m i n u y e 
l a a c t i v i d a d d e la inca ¿n v i t r o y n o c u a n d o la e n z i m a e s t t e n l o s p e r o s i s o m a s ; 
y a « a e n fragmento d e t e j i d o o e s s a í n a l e s e o c n p l c t o s c u * E l d e c r c m e n t o e n la 
a c t i v i d a d d e l a e n r i m a y» v r t m s e t s n p l c a e n n u e s t r o l a b o r a t o r i o c o a fines d e 
c o n t r o l d e v a l i d a d 
O t r o s e s t u d i o s d e m o s t r a r o n q u e T - 5 1 4 p n i d u i » u n a i m P T u p c a ó o d e l a c o r t i m n d a d 
d e l a m e m b r a n a p e m x s o o i a ! e n c é l u l a s d e l e v a d u r a s i n t a c t a s , e a p e c i f i c a i r n c o t c 
H y u f f t n ^ a p o t v m u r p h a v C a n d i d a b o i d t m i r i s t K s t c e f e c t o l l e v A a d o K x n i i A r a l a 
T - 5 1 4 c u m o " P e r o i l s o m i e l a a " . D e a c u e r d o c o n l a C o m i s i ó n i o i e r n a e i o n a ] d e 
n o m e n c l a t u r a s ( 1 U P A C ) s e l e a s i g n ó a t o d o s l o s c o m p u e s t o s d e K . h u m b n l d t í p i a 
c o n s i o o d e i m t ó o 7 , 1 0 ' : P w u s o a u e i n a A < i « y P e r o x e o m i c i n a B a l o s i s ó m e r o s 
p ó s t e m e l e s c o n u n i ó n ? , T. 
P o r o t r o l a d o , e l F a c t o r d e n e c r o s i s t u m o r s l ( T N F X e s u n a p r o t e í o a 
m e t a b o l i c a m e n s e ac t iva , d e l a c u a l s e h a n d e s c r i t o d o s t i p e s o y p . 
L a h i s t o r i a de l d e s c u b r i m i e n t o d e l T N F a e o r n e a z ó e l s i g l o X I X , c u a n d o u n 
c i r o j a o o d e N u e v a Y o r k , l l a m a d o W i l l i a n o C o l c y («"»> n o t ó q u e i n f e c c i o n e s 
o i s i p e l s t o a a s m t e r c u r r e r t c s p o d í a n d a r t u g a r a l a r e s o l u c i ó n pa rc ia l d e neoplasmas, 
a d e m á s obse rvA q u e l a a d m i n i s t r a c i ó n d e p r e p a r a c i o n e s d e r i v a d a s d e c u l t i v o s d e 
b a c t e r i a s ( e m q x o c o e o y ¡ u r r a t i a ) i n d u c í a n n e c r o s i s b e m o r r á g i c a e o v a r i o s 
H o n o r e s , m a s t a r d e s e d e s c u b r i ó d e ID a ñ e r a i n d e p e n d i e n t e u n m e d i a d o r e n r u l a n t e 
d e l a e m a c i a c i ó n d u r a n t e l a e n f e r m e d a d m f c c c i n s a al q u e s e le U a m ú raqnortina 
0 « . y r e s u l t ó s e r «J T N F t 
E l T N F a e s p r o d u c i d o p r i n c i p a l m e n t e p o r m a c r ó f a g o s y o t r a s e m u l a s , c o m o 
m o o o c i t o a , c é l u l a s B , c é l u l a s N K , a s t i o u U » y c é l u l a s d e K u p f f e r , « t r e s p u e s t a a 
e s t i m u l a c i ó n c o n p r o d u c t o s b a c t e r i a n o s c o n o c i d o s c o m o e n d o t o x w a s (i«,m>. 
A d i c i o n a ] m e n t a al T N F , s e p r o d u c e e n l o s l ú ü b c i t o s T el c u a l s e c o n o c e c o m o 
T N F f l ó l i n f b t o x i n a <2». 
Kl g n d o d e h o m o l o g í a e n t r e TNFce y T N F 0 e s de l 4 6 % e n l o s o u u J e ó t i d o s y de l 
2 $ % c u l u s a m i n o á c i d o s <aa). L a f o r m a p r e c u r s o r a d e T N F a e o n s á s t e d c 2 3 6 aa> 
e n 1 s m > q i ^ p a r a d T N F p e s d e 2 0 4 aa> a n t e s o d u r a n t e l a s e w e c j ó n s e e l i m i n a n 
p e r ^ c i ó n e n z ú n á r i c a a m m o á c i d " " K - t o m i n a l i » d e l a s f o r m a s p x w u r s o r a s p a r a 
d v c o m o r e s u l t a d o TNFcx » j l u b l e , d e p e s n m o l é c u l a d e 17 k D e y T N F 0 d e p e s o 
m o l e c u l a r d e 2 0 k D a L o s T N F <* y p s e u n e n a el m i a ñ o r t v e p t o r d e l a s c é l u l a * 
b l a n c o . Eja I a s f i g i r a s 4 y 5 s e m u e s t r a u n « a q u e m a c n m p u l a r i s d o de l T N F a l f a y 
l a s e c u e n c i a d e axr rnoác ickw 
Figura 4 
Esquema computerizado del TNF alfa. 
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Secuencia de aminoácidos del Factor de necrosis tumoral alfa 
D u r a n t e J o s óJt i rnos a ñ o s s e h o o d e s c r i t o u n a a m p l i a g o m a d e a c t i v i d a d e s 
b i o l ó g i c a s de l T N F q u e i n f l u s s i e n d i f e r e n t e s p r o c e s o s , e n t r e lu* q u e 
s e e n c u e n t r a n a u t o g é n e s i s , d i f e r e n c i a c i ó n e inmtmúfTCgulacáón; u s a a a u n e s e n 
a l g u n a s c é l u l a s b l a n c o s e ind ican c*i la t a b l a 1. 
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<Sc r ^ r v r v M E - 1 S 0 , H c L » t S I 
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f S r r t M i n n ( I f T M G 
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T a M a I 
A c c t o n s del TMF a i a l g t a s i l u t a n 
Ks tud io s in_vi t to b a u d e r o u s t r a l o d c f e c t o e i t o t ó x i c o d e i T N F e n c i c r t a s l i n e » 
celuLares (a lea c o r n o M e - l S O y H e L a > H 2 1 ( C a . C é r v t x ) , B T - 2 0 » M C F - 7 ( C e . d e 
i r i ama) y M c G <30-80)6 ( H e p a t o m a X n o as l pa ra L a c é l u l » n n t m a l e a ; e s t e b e c h o 
feigiere q n e p a r t i c i p i d e forma i m p o r t a n t e e n l a r e so luu ióo de a l g u o a s n c o p l a s i a s 
A u n q u e d m e c a n i s m o d e e s a c r t o t o x i c í d a d s e l e c t i v a a ú n n o s e h a a c l a r a d o , n o 
p a r e c e d e b e r s e a d i f e r e n c i a s e n el n ú m e r o o típo d e r e c e p t o r e s d e s u p e r f ì c i e pa ra 
c i T N F . P o r o t r e p a s t e , Y a s r n i n e h y c o i s , h a n d e m o s t r a d o e n h e p a i o c i t o s d e 
r a l a q u e e l T N F p r o d u c e u n a d i a n m u c i ó o de l a a c t i v i d a d d e l a a d e m á s d e 
u n s ign i f i ca t ivo d e c r e m e n t o a e l oúmevo y t n m a f l o d e peroxisoenas . 
T a * r e s u l t a d o s o b t e n i d o s d e l o s e s t u d i o s d e f a s e c l i n i c a I y IT n o h a n s i d o 
a l a t t a d o n s a , d d > i d o a l a p r e s e n c i a d e Inxécid&d c a w i i o v a s c u l a r 00+, l a c u a l «ss l a 
l i m i t a n t e m á s i m p o r t a n t e , a d e m á s d e a l t e rac ión en d m c t a b o l i w n o d e l o s Upidos 
<3)x t rocnbnc iü ipema y l e u c o p a i a o n 
P o r o t r o l a d o , al e x a m i n a r e l T N F e n a d i c i ó n a o t r o s a g e n t e s , t a l e s c o m o 
m t e r f e r o n y, s e o b s e r v ó q u e d i cha c o m b i n a c i ó n a u m e n t ó a p r o x i m a d a m e o t o 10 
v e c e s l a c i t n t o x i c i d a d e n l o s s i g u i e n t e s t u m o r e s : b i l i a r , p m s t á á c o y s a r c o m a 
E s t o h a s u g e r i d o q u e l a a d m i n i s t r a c i ó n c o m b i n a d a d e e s t o s 
c o m p u e s t a s p u d i e r a e m p l e a r s e en t a t e rap ia d e e r t a s neoplas ia* . 
L a P A ) y e l T N F p r e s e n t a n a l g u n o s e f e c t o s e o c o m ú n , lo c u a l e s t a b l e c e l a 
p o s i b i l i d a d d e q u e s u a s o c i a c i ó n resulte en u n e f e c t o s i n è r g i c o s o b r e l a s «¿ lu l a s 
neop lé s t cas . 
de km Efec** ammna & Im PAI y 
r>aiMininAii de la actrvidsd de la P A I in vtvo e in v iüo . TNF in ytvo 
TlfrniimnHi del o ú a c r o y tamaflo de p e r o u s o m a s in v ivo 
Tremí bocito peala y totopa»» c a p a o c n t t s 
Hl i n t e r é s d e o b s e r v a r e l e f e c t o d e l a P A 1 e n c o m b i n a c i ó n c o n o t r o s a g e n t e s 
s f r i n e c p l á s t c u s c o o d u j o a e s t u d i a r a l a t o x i n a e n c o a j u D t o c o n M i t o a u e i n a C , 5-
fluorouraeüo y A c t i n o m k i n a - D , e s t a ú l t i m a e s u n i nh ib idcc d e l a s í n t e s i s d e 
p ro t e ínas , de l cua l s e ha e v i d e n c i a d o q u e «ens ih t l ixa al e f e c t o t ó x i c o de l T N F e s 
l i n e a s ce lu l a re s q u e DO p re sen tan e f e c t o a l e e v p m i c t ó n cesi e l T N P 
L a t n i i o r o i c i n a C e s u n a n t i n c o p ' A s j c o g e n e r a d o r d e r a d i c a l e s l i b r e s y «d 5 -
flucrourecilv u n a n o m e t o b o l i t n . 
• piOv<3iLc e s t u d i o p r e t o x i c d e m o s t r a r in vi t ro l a i n t e r a c c i ó n d e e s t o a a g e n t e s . 
P a r a e l lo , * ha p l a n t e a d o la s i g u i ó l e h ipó te s i s y ©bjeüvu g e r a r a l . 
HlP*Vrr.üls 
B F a c t o r d e m r a t s tumcva l d f e a c t ú a . in v i t ro , d e m a n e r a s i n è r g i c a o o n l a 
P e r o x i s o m K i / t a A l s o b r e c é l u l a s n e o c l á s i c a s . 
O B J E T I V O G E N E R A I 
AnaJ iza r la pos ib le U i t o ^ e i ó n d e l a Pe*n»«somtcÍna A l y el Fac to r d e n e o o s i s 
t umnra l a l f e ifi vitro. 
O B J E T I V O S E S P E C I F I C O S 
1. P r o l i f e r a r y e s t a n d a r i z a r l a s l i n e a s c a l i l l a r e s b e n i g n a s y m a l i g n a s requeridas 
p a n e l e s t u d i o . 
2 . D e t e r m i n a r las c o n c a i t r a c i o n e s t ó x i c a s m á x i m a * ( C T m a x ) , l u m i m a s ( C T m i n ) 
y 5 0 % ( C T 5 0 ) c o n l o s m é t o d o s m o r f o l ó g i c o y d e i r ipa iHi , l a s 
c o n c e n t r i * : i o n e s i n h i b i t o r i a s 5 0 % ( C l S O ) c«m el m é t o d o d e M T T y l a 
m h i b i c i ó a d e l c r e c i m i e n t o 5 0 % (GISO) c o a el m é t o d o d e SRJ3 , en las l i n e a s 
c e l u l a r e s e x p u e s t a s a P o t u i s o m i d o a A l . 
3 . D e t e r m i n a r las c o n c e n t r a c i o n e s I Í W K J S TQAXUDHS ( C T m a x X m i n i m a » ( C T m m ) 
y $Cfi>i ( C T 5 0 ) c o n e l m é t u d o m o r f o l ò g i c o , l a s c o n c e n t r a c i o n e s i n h i b i t o r i a s 
5 0 % ( O S O ) . e o o d m é t o d o d e M T T y l a i n h i b i c i ó n d e l c r e c i m i e n t o 5 0 % 
( G I S 0 ) e o n d m é t o d o d e S K B , e n l a s l i n e a s c e l u l a r e s e x p u e s t a s a TT47. 
4 . D e t e r m i n a r l a c o m b i n a c i ó n d e P A I + T N F q u e p r u d t v s s e n c a d a u n a d e Iba 
l i n e a s c e l u l a r e s u n a c o n c e n t r a c i ó n i n h i b i t o r i a d e l 5 0 % ( c o m b a n a c i ó n 
t s o e f e c t o ) . p o s t e r i o r a una. e x p o s i c i ó n d e l o s c o m p u e s t o s d e 48K. 
5 . D e t e n n i n a r l a e x i s t e n c i a y t i p o d e i n t e r a c c i ó n ed l a s l i n e s s c e l u l a r « e x p u e s t a s 
a la c o m b i n a c i ó n i s o e f c e t o d e P A 1 + T N F p u r 4 3 h . 
i s 
C A P I T U L O D O S 
MATERIAL Y M É T O D O S 
2 . 1 M A T E R I A L 
2.1 .1 ü i c u c c I D I I K I 
L a s l i n e a s c e l u l a r e s u t i l i z a d a s p a n e i e s t u d i o f U e r o n o b t e n i d a s d e 
A m e r i c a n t y p e c u l t u r e c o l l e c t i o n ( A T O C ) y s o n l a s s t g u i e o t e s : 
C t í u l a s bepéueas d e C b a n g Q u c g liver 
Hepa toma PLC/PRFt f 
Hepatoblas toma H e p G 2 
<s>i..ia< benignas d e colon C C D 3 3 - C o 
Adenocarc inoma d e c u t o n L o v e 
AdeawcarwKNue d e n m u » BT-20 
M c l w x v n a S K - M E L 2 
Carc inoma escamoso d e cerv ix S4HA 
Fibroblastos m u n o o s U 9 2 9 
i r 
2 . 1 . 2 M a t e r i a l p l f a t k o 
P l a c a s p a r a cuJ t ivo cx lu l s r d e 9 6 p o n « d e s t ^ e r f K j e p l * 0 » S i g r n a 
F r a s c o s d e c u l t i v o T 2 5 C o s t a r 3 0 5 S 
P i p e t a s a u t o m á t i c a s d e v o l u m e n g r a d u a b l e E p p e a d o r f 
P u n t i l l a s p a r a p ipe t a s E p p c o d c r f d e d i v e r s a s c a p a c i d a d e s 
2 . 1 . 3 M a t e r i a l á e v i d r i o 
F r a s c o s pa ra m e d i o d e c u l t i v o d e 1 L 
M a t r e r o Er l en rncye r d e d i v e r s a s c a p a c i d a d e s 
V a s o s d e p r e c i p i t a d o d e d i v e r j a s c a p a c i d a d e s 
P i p e t a s H o t t l e a de 5 , 1 0 y 2 5 i d L 
2 . 1 . 4 A g e i t t * i B | i a » p l i a e o » 
2 .1 .4 .1 PerouMMii ie iaa A * 
P A I Oel l o t e d e p r o d u c c i ó n DO. 8 0 f u e a j s l a d a y p u r i f i c a d a e n e l 
D e p a r t a m e n t o d e F s m a c o l o g i a y T o x k o l o g í a d s e s t a facul tad» l a cua l f u e 
s o m e t i d a a u n e s t r i c t o c o n t r o l d e c a l i d a d q u e i n c l u y ó p r u e b a s 
fisicoquímicas, g o m a l (»gráf icas y b i o l ó g i c a s c o m o i n h i b i c i ó n d e l a 
y ac t iv idad ce lu la r . 
F a c t o r á e n e c r o s i s taaaoral a ( T N F ) r e c o u b l n a a t e b a m a n o 
S e u b t u v o de l a C o m p a f t i a Si&ma C b e n t C o . ( T - 0 I 5 7 ) 
Hx p r e s a d o « l evaduras« p r e s e n t a c i ó n d e 10 | i g / m l . e n PH¿>, 9 5 % p u r o 
(StJtf» p a g e y HK1-C); p r o b a d o p a r a e n d o t o v i n a s y c u l t i v o c e l u l a r . C o a 
ac t iv idad m a y o r d e 2 x 10 7 T l n i d ^ e s / o i g . 
2 . 1 . 4 . 3 A c ü n o m i c i n a D M e r c k J t C o , I n c . 
2 . 1 . 4 ^ M i u m i e i » ( M f t o a n - C » ) B r í s t o l . 
2 . 1 . 4 . 5 S - F l u o r o u r a á l o ( R b o n u r a c i l - L . F R h O n o - P o u l e n c Rore r . 
Z 1 - 5 R e M Ü v w 
Rt&cüp&s f**áecatóte** 
Medk» d e c u l n v o M H M 
( M í n i m u m «swm'aJ tnednim EagJe) 
Siguí* M-0643 
Suero fetal bovino Sigma F-:>442 
Tripsi tA S Í B n u T - 2 2 7 1 
ColcsaoteazuJ d e t r i p e r o S ig rwtT-614* 
W l J 
V<*>5 dimetiltiaw»í-2) 2 ,5 b r o m u r o d e difcnil tetraxolio 
S i g n a M-2126 
D u n e U l ^ u l f ú n d o S igma D - 2 ^ 5 0 
Su l furodamina B S igma Tox-6 
ktano l ahv t lu lo Merck 
2 . 1 4 K q o i p o s e a e r a l 
l n v e r t o s c u p i o 1 M 3 5 C a r i Z d s s 
L e c t o r d e p laea« H T S - 7 0 0 0 P w f c i n E ) m « s 
I n c u b a d o r a c o n t e m p e r a t u r a y h u m e d a d c o n t r o l a d a P r e c i s i ó n 
C a m p a n a d e flujo l a m i n a r V e o t c r 
P i p e t e a d o r a u t o m á t i c o Si groa P 5 9 2 S 
C á m a r a d e N c u b a u e r 
2 . 2 M É T O D O S 
? 1 1 i j a t f t s ceta l a r e s 
X 2.1 .1 C r i l t r i M d e i e l K c l t e 
• L i n e a s ce lu l a re s s e n s i b l e s a l a P A l c i u q . 
• F i b n t b l a s i n i m u r i n o s L - 9 2 9 , pcw 9 1 respues ta prol i ferMiva bac ía e l T N F . 
» 14L l i n e a c e l u l a r d e a d e n n c a r c i o o i n a d e m a m a B T - 2 0 p r e s e o t a 
sens ib i l idad e s p c m i á n a i h a c i a el T N F , 
• C a r c i n o m a d e c4 rv ix represara u n a d e t a s a i f i a m e d a d e s m á s f r e c m a i h a 
e n l a p o b l a c i ó n f e m e n i n a e o M á x i c o . A c t u a l m e n t e p a c i e n t e s c o n 
d i a g n ó s t i c o d e c a r c i n o m a çéeview u t e r i n o r e c u r r e o t e s e e n c u e n t r a n e n 
u v o j d i o d e faae c l í n i c a I c o n P A l 
F a i w l i n e a » c e l u l a r e s p r eaen l an tea s igu i en t e s e s a c t e r i s t i c e a : 
4 A d a p t a b i l i d a d pa ra e r o » e n m e d i o »encallo y c o m ú n ( M í n i m u m e s s m t i a l 
m é d i u m Hag lc { M E M ) s u p l c m e n i a d o c o n 1 0 % d e s u e r o f e t a l b o v i n o 
( S F B ) ] . 
W D u p l i c a c i ó o d e m a s a c e l u l a r Q u e p e r m i t e c o l e c t a r m i n i m o 2 i 10* 
cé lulaa^mL, d o s v e c e s p o r a q n s n a . 
c) A d a p t a b i l i d a d p a r a u t i l i za r se e n m i c m c u l t i v o s . 
«0 C a p o c i d o d d e t odas l a s l ineas ce lu l a re s d e formar m o n o c a p a . 
U n a v e z e s t a b i l i z a d a s l a s l i n e a s c e l u l a r e a , a e m a n t i e n e e n m a ñ e r o m i n i m o d e 
p a s a j e s ( n o s u p e n u r a d i e z ) , c o n «1 f i n d e c o n s e r v a s s u s c a r a c t e r á s ü c a s d e 
czecuDÍCTto, m o r f o l o g í a y d o s i s - r e s p u e s t a 
L a s c é l u l a s s e £racc*>oan « n a l í c u o t a s d e 1 x 10 6 c é l u l a s . y s e c o n s e r v a n e o 
J i i l i úgeno l i q u i d o b a s t a s u e m p l e o . 
2 . 2 . 1 . 2 M a a t e n i m i e a t e d e las l i a e a s c e J a l a r t s 
E n e l m a n t e n i m i e n t o d e (as l i n e a s c e l u l a r e s s e c o n s i d e r ó lo s i g u i e n t e : 
t ) R e q u e r i m i e n t o c e l u l a r c o n t i n u o d e 2 x 1CJ6 c é l u l a s d o s v e c e s p o r 
s e m a n a . 
b) C a m b i o d e m e d i o d e c u l t i v o , s e g ú n l a d e n s i d a d ce lu la r . 
c) P o s i b i l i d a d d e c o o t a m i n a e j ó o m i c r o b i a n a ; p a r a e l l o s e m o n i t o r a i r o a 
c o n t i n u a m e n t e l a s l i n c a s « c t u l a r e s p a r a o b s e r v a r s u c o m p o r t a m i e n t o d e 
tfecimiemn y a p a r i e n c i a m i c r o s c ó p i c a . 
d) A d e m á s s e m a n t u v o u n n ú m e r o l i m i t a d o d e p a s a j e s ( n o s u p e r i o r a d t c ¿ ) 
p a r a e v i t a r e n v e j e c i m i e n t o c e l u l a r . 
L a s cé lu l a» s e euJ l ivnron r u l i n a n a f n c n t e e n m e m e v a p a eti f r a s c o s d e c u l t i v o 
T 2 5 , c o n M H M y S F H ( 9 . I ) , s i n a n t i b i ó t i c o a 3 7 ° C « m u n a a t m ó s f e r a d e 
C O » a l 5 % y 1 0 0 % d e h u m e d a d r e l a t i v a 
Pa ra p r e v e n i r l a c o n t a m i n a c i ó n d e todo c i c u l t i v o , a l a m i t a d d e l o s f i a s c o s 
s e le re&lÍ2Ó el c a m b i o d e m e d i o d e c u l t i v o l o s l u n e s y l o s j u e v e s ; y a la 
o t r a m i t a d l a s m a r t e s y v i e rnes . 
A c a d a l i n e a c c l u J v s e l e m i d i ó l a d e n s i d a d d e s iembra» l a cual d e b e s e r 
s u p e r i o r a 2 t 10® c é l u l a s , l o c u a l p r o p o r c i o n a u n 70—90% d e c o n f l u e n c i a 
d e s p u é s d e 7 d i o s d e m a n t e n i m i e n t o o d e s p u é s d e A ó 5 d í a s de l e n s a y o ; 
e s t a d e n s i d a d ae u t i l i zó d o s v e c e s a la. «exnena p a r a m a n t e n e r l e s c é l u l a e n 
c u l t i v o r u t i n a r i o y p a r a e v a l u a r l e a c t i v i d a d d e los m e d i c a m e n t o s . 
2 . 2 . U f R p a n c ü i « i i o t i U d á i <k fcaa c é t u b s 
T o d s l a s c é l u l a s e n m o n o c a p a s e s e p a r a r o n d e l o s f r a s c o s d e c u l t i v o 
a d i c i o n a n d o I m L d e t r i p s i n a al OJ25% y m a n t e n i é n d o l i t ó a 3 7 ° C p w o o 
m á s d e I S m i n u t o s , l a t r i p s i n a s e i n a c t i v ó c o n d S F B p r e v i a m e n t e 
a ñ a d i d o al m e d i o d e c u l t i v o fcfFAC 
L a s c é l u l a * s e ae|iaiar«wi e n t r e s i , m e d i a n t e u n s u a v e y r e p d i d n p i p e t e o y 
p o s t e r i o r m e n t e s e c o n t a r o n e o l a e d a n a r a d e N e u h a u e r . 
U l t e r i o r aJ c o r n e o s e r e a l i z a r o n l a s d i l u c i o n e s n e c e s a r i a s p a n o b t e n e r u n a 
s u s p e n s i ó n c e l u l a r d e S x 10* c s l u l a V m L . l a s c é l u l a s s e i n o c u l a r o n e n t m a 
p l a c a d e 96 p o w » e n vn v o l u m e n d e 1 0 0 (ti e s d c c i r 5 , 0 0 0 c é l u l a s . 
D e d i e z a d o c e p o z t r i c o a c é l u l a s o o s e e r p u s i e m n a l o s m e d i c a m e n t o s y a 
q u e s e u t i l i z a r o n d e c o n t r o l , a o t r o s c u a t r o p o z o s s e l e s a d i c i o n ó u n a 
a l í c u o t a d e 100 |±L d e m e d i o , l o e ^ m i * « s e c o n s i d e r a r o n c o m o b l a n c o s m 
m e d i c a m e n t o y finalmente s e s e m b r a r o s d o s p o z o s c o n m e d i o d e c u l t i v o 
y l a s d i f e r e n t e s d o s i s d e o l o s a g e n t a s e n e s t u d i o , cstrv? p o z o s s e 
c o n s i d e n a o t l c o r a u M a n c o s COn m e d i c a m e n t o . 
L a s p l a c a s *e p r e i n c u b a r o n p a r 2 4 b , a las c o n d i c i ó n « d e t e m p e r a t u r a y 
p r e s i ó n m e n c i o n a d a s , p a r a p e r m i t i r s u e s t a b i l i z a c i ó n a m e s d e a d i c i o n a r 
l oa m e d i c a m e n t o s . 
s 
m A i t i i ( o p l b k « ( S o l n b d b a c i ó a y d i l a c i ó n ) 
l i l i P t m t t O t t k á i a A i 
P a r a l a e v a l u a c i ó n d e l a P A 1 , s e p r o b a r o o 10 d i l u c i o n e s s e r i a d a s ; s e 
e m p l e é u n a e s c a l a g e o m é t r i c a b a s e d o s (ii>. s e u t i l i z ó c o r n o e c o c c n t r a c i ó n 
m á x i m a d e 4 0 p g / m L ( 7 7 8 * J O * M ) y c o m o c o n c c M r r a ó n m i n i n » d e 
0 . 0 7 n g / m l . ( 1 . 3 6 x 1 0 * ' M ) . 
L a P A 1 s e d i s o l v i ó e n e i a n o l a b s o l u t o ; e s t u d i o s p r e l i m i n a r e s m o s t r a r o n 
q u e l a c a n t i d a d d e a o l v e o t e u t i l i z a d a ( < 1 % de l v c J u m c n t o t a l ) o o a l t e r e la 
v i a b i l i d a d cxJular <H). L a s d i l u c i o n e s s e p r e p a r a r o n c o n m e d i o d e c u l t i v o 
M E M . 
? 2 . 7 * F a c t o r d e n e c r o s i s t a m o r a l a l t e 
A l T N F , s e le 1 / a c c i o o ó y c o n s e r v ó e s c o n g e l a c i ó n a — h a s t a s u 
r e q u e r i m i e n t o P o s t e r i o r m e n t e , c a d a a l í cuo ta s e a f o r ó c o n m e d i o d e c u l t i v o 
s l m L . , p a r « p r c p w a r l a s d i l u c i o n e s . L a s c c s i c a i t i a c i o i i e s e m p l e a d a s p a r e 
e v a l u a r el d a ñ o c e l u l a r f u e r o n l a s s i g u i e n t e « ' 1 , 5 . 10, y 1 6 0 Ttg/mL, os las 
c o n c e n t r a c i o n e s s e s e l e c c i o n a r o n c o n h a s e e n t a r e s p u e s t a d e a l g u n a s 
l í neas c e l u l a r e s r e p o r t a d a p o r P r e n s e n y cois , o m y Jlm'd y cois , o n 
2 , 2 , 1 3 A c t i n o m i c i B a D» M i t o a j c i a a C y ^ F l o o n w r n e i l o 
La A c t - D , M i t y SFU s o o s o l u b l e s e n rned to a c u o s o , s e aOadieroo al m e d i o 
d e c u l t i v o y s e p r e p a r a r o n j u s t o a n t e s d e c a d a « r p a r i m e r t o . 
U n a s o l u c i ó n d e A c t - D d e l j i g A n l . « p r e p a r ó c o r e l a s e n s i b ü i ^ c i ó n d e 
l a s l i n e a s celulares» o « s tud io . 
a 
P a r a la M j ( s e p r e p a r a r e « ! o c h o s o l u c i o n e ; s e r i a d a s cO e s c a l a g e o m é t r i c a 
b a s e d o s , ae u t i l i z ó c o m o c o n c e n t r a c i ó n m á x i m a l O O t i g f a i L y c o m o 
c o n c e n t r a c i ó n m in ima d e 0 . 7 8 h g t a i l •. 
P a r a el S M / s e p r e p a r a r o n oc¿*> aoluctnncss s o t a d a s e n c á c a l a g e o m é t r i c a 
b a s e d o s , c o m o c o n c e i i t i a c i ó n m á x i m a s e e n p l e v o « y u n a 
c o n c e n t r a c i ó n m í n i m a d e 3 ^ O j i g f a i l . . 
C o n l a f i n a l i d a d d e e s t a b l e c e r los o o n c e n o a e t o n e s i n h i b i t o r i a s 5 0 % c o n «1 
m é t o d o d e M T T , l a s K n o a s c e l u l a r e s s e c v p u s i ^ o a a l a s c o n c e n t r a c i o n e s 
d e M i l y 5 F U y a mcncHmacfei* p o r u n p e r i o d o d e 4&h, 
1 2 1 4 E x p o s t c M a c o a e a r r e o t e d e P A l + T P í F 
P a r a b u s c a r el e f e c t o d e l a i n t e r a c c i ó n d e l o s c o m p u e s t o s en l a s d i s t i n t a s 
l i n e a s c e l u l a r e s , s e s e l e c c i o n ó l a c o n c e n t r a c i ó n d e P A 1 q u e p r o d u j o el 5 0 % 
d e do / la y l a c o n c e n t r a c i ó n i n m e d i a t a i n f e r i o r p a r a c a d a l i n e a c e l u l a r , l a s 
c u a l e s s e m e z c l a r o n c o n 1, 5 , 10 y 1 6 0 o g / m L d e T N F , s e s e m b r a r o n 
o a i r o p o z o s d e c a d a c o m b i n a c i ó n , e a d a e n s a y o s e r e a l i z ó p o r t r i p l i c a d o e n 
e a d a u n a d e l a s p r u e b a s d e c r t o t o x i o d a d . 
2 . 2 . 2 ^ P r e t r a t a m i e n t o c o a A c t i a o m k i i i l> 
A d i c i o n a l m e n t e l a s l i n c a s c e l u l a r e s s e s e n s i b i l i z a r o n u t i l i z a n d o d i n h i b i d o r 
d e s í n t e s i s d e p r o t e í n a s : A c t i n o m i c u i a l>. La p r e v i a e x p o s i c i ó n a e s t e 
c o m p u e s t o a u n a e n n o e n t r a c i ó o d e l j i g / m L p e r m i t e q u e c é l u l a s n o r m a i e s y 
n e o p l ¿ s i c a s l e spoo t fem al T N F q í v L a e x p o s i c i ó n s e l l e v ó a c a b o en d o s 
p e r i o d o s , u n o co r lu d e Ib y o t r o p r o l o n g a d o d e 24h . B m e d i o d e cu l ! Í>o s e 
r e t i r ó a l t e r m i n a r e l t i e m p o d e e x p o s i c i ó n y s e a f l a d i ó l a V A 1 y l a 
c o m b i n a c i ó n P A l + T N f 
2 . 2 . 2 . 6 E x p o s i c i ó n c o n c u r r e n t e P A l + M i t y P A 1 + 5 F I F 
L a f i n a l i d a d d e e s t e e x p e r i m e n t o f u e d e t e r m i n u r la p o s i b l e i n t e r a c c i ó n 
e n t r e lu P A I y los a n t i n c o p l a s i c o s M i t y 5 F U . p a r a e l l o s e d e t e r m i n a r o n l o s 
C 1 5 0 d e a m b o s c o m p u e s t o s e n c i n c o l i n e a s c e l u l a r e s . 
L a C I 5 0 d e la Mi t y l a C I 5 0 d e la P A I d e c a d a u n a d e l a s l i neas c e l u l a r e s 
e n e s t u d i o ftieron c o m b i n a d a s p a r a e v a l u a r e l e f e c t o d e l o s c o m p u e s t o s . D e 
la m i s m a m a n e r a s e r e a l i z ó pora la P A 1 + 5 F U 
Se s e m b r a r o n c u a t r o p o z o s d e c a d a c o m h i n a c i ó n y c a d a e n s a y o s e r e a l i z ó 
p o r t r i p l i c a d o p a r a c a d a u n a d e l a s p r u e b a s d e c i t o t o x i c i d a d 
2 . 2 . 3 I n c u b a c i ó n 
I n m e d i a t a m e n t e d e s p u é s d e la p r e p a r a c i ó n d e las d i l u c i o n e s s e a ñ a d i e r o n a l 
c u l t i v o , a l í c u o t a s d e 100 u L d e c a d a d i l u c i ó n e n c a d a p o z o d e la p l a c a , la 
d i s t r i b u c i ó n d e é s t a s e a j u s t ó d e a c u e r d o a l o l o s a g e n t e s a e v a l u a r , e n l a 
f i g u r a 6 s e m u e s t r a u n e j e m p l o . 
F i g u r a 6 
E j e m p l o d e l a d i s t r i b u c i ó n d e u n a p l a c a d e 0 6 p o z o s . 
C o n t r o l e s - C . B l a n c o c o n m e d i c a m e n t o - B . B l a n c o « u m e d i c a i n c a l u — S y P r o b a n d o • P 
C o m o los p o z o s y a con t en t an l a s c é l u l a e n 100 | iL d e m e d i o d e c u l t i v o , la 
c o o c e n m e t ó o f ina l , fts l a d e ta d ü u o ó n . 
El t i e m p o d e i n c u b a c i ó n c o n e l m e d i c a m e n t o f u e de 4 8 b a 3 7 ° C c o n u n a 
a t m ó s f i s a d e O O * al 5 % y I 0 r t % d e h u m e d a d r e l a U v » . 
A l finalizar el p e r i o d o d e i n c u b a c i ó n , l a s p l a c a s s e o b s e r v a r o n e n e l 
i n v e r t o s c o p i o p a r a e v a l u a r l a m o r f o l o g í a c e l u l a r , l a c o r r o b o r a c i ó n d e l o s 
e f e c t o s d t o t ó x i c o s s e reaiiTÓ c o n I m p r u e b a s d e A z u l d e t repano, M T T y 
S R f i ; p a r a lo c u a l s e s e m b r a r o n 3 p l a c a s idétujc&a p a r a c a d a u n a d e l a s 
p r u e b a s a las e o o d i e j o n e s a n t e r i o r m e n t e m e n c i o n a d a s . 
2.1A E v a l n a c t f a d e la c i t o t o a i r i d a d 
1 1 4 . 1 E r a J a e t i ó e n e r f o l A p u 
L a v i a b i l i d a d c e l u l a r s e d e t e r m i n ó 4 8 b d e s p u é s d e la a d i c i ó n d e l o l o s 
c o m p u e s t o s , m e d i a n t e r e v i s i ó n e n el i n v e r t o s c o p t o . C o m o c r i t e r i o d e 
e i t o t o x i c i d a d s e e m p l e ó e l d e s p r e n d i m i e n t o , « a c o g i m i e n t o c e l u l a r y 
c o n d e n s a c i ó n de l c t top las ina . 
1 1 4 . 2 P r m e b a d e e i c l e s i ó a d e c a J o r a a t * <A*»I d e T r í p a a e ) 
E At i i I de T n p a n o e s u n o d e l o s c o l o r a n t e s m á s e m p l e a d o s pa ra e v a l u a r l a 
v i a b i l i d a d c d u l a r . el f u n d a m e n t o de) m é t o d o d e s c r i t o p o r Tol r ta i (U)>sc 
b a s a e n q u e c i e r tos c o l o r a n t e s n o p e n e t r a n e n c é l u l a s v i v a s , m i e n t r a s q u é 
l a s c é l u l a s m u e r t a s s i l o s c a p t a n , p o r t a n t o l a n s u a l i z a c i ó n d e l a 
m o r f o l o g í a células s e f ac i l i t a coitsider8¿)lc*i>cnte. 
P a r a e l l o , s e t r a n s f i r i ó c o n u n a p i p e t a P a s t e u r u n a p e q u e r a c a n t i d a d d e l a 
s u s p e n s i ó n ce lu l a r m e z c l a d a c o n e l c o l o r a r t e a a v l d e t r ipar to , a la c á m a r a 
de N c u b a u c r c o n el cub reob j<ans p r e v i a m e n t e c o l o c a d o , l u e g o s e l l e n a r o s 
a m b a s c á m a r a s p o r cap i landar f . 
S o c o n t a r o n t o d a s 1 « c é l u l a s de l c u a d r o c e n t r a l , y l a s u b i c a d » en los 4 
c u a d r o ^ l a t e ra l e s d e 1 mm*. L a s c é l u l a n o v i a b l e s , s e t i f i en d e a n d y l a s 
v i a b l e s n o lo b a c a t S e e m i t a / o n p o r s e p a r a d o lus cftluJaK v i a b l e s y laa n o 
v i a b l e s ; p o s t e r i o r m e n t e s e repittó l o m e n c i o n a d o p a r a la s e g u n d a c á m a r a . 
C u a n d o m á s d e l d e l a s c é l u l a s s e e n c o n t r ó e n g n v n o s s e r e p i t i ó d 
p r n c e t f e a i i m * v l a s c é l u l a s f u e r a n diHporwdaA m e d i a n t e w i p i p e t e o s u a v e y 
r e p e l i d o 
2 ^ . 4 . 3 P r v e b a de M 1 T 
Dimct l lUSeo l -2 ) 2 , 5 b r o m u r o d e di f e o i l te t razol to> 
L a p r u e b a d e M T T desc r i t a p o r M o s m a n n e s t á b a s a d a en l a r c d u c c i ó o 
d e l b r o m u r o d e 2 . 5 d i f e n i l t e t r s * o l j o . fcsie c o m p u e s t o e s u n a s a l 
b i d r o s o l u b l e , q u e d a e o l c r a m a r i l l o en d m e d i o d e c u l t i v o o e n s o l u c k n c s 
s a l i n a s q u e n o c o n t e n g a n 10J0 f eno l . 13 M T T d i s u e l t o e s cocí v e s t i d o a u n 
f b r m a z a n d e c o l o r p ú r p u r a tnao lub ie p o r d i v i s i ó n de l (mil lo t a r a z ó ! ico; p o r 
l a s d e s h i d r o g e n a s a s m f t o c o n d r t a l e s L a p r o d u c c i ó n d e f o n n a a n e s 
d i r e c t a m e n t e p r o p o r c i o n a l a l a v i a b i l i d a d y s o b r e v i d a c e l u l a r ; e l c o m p u e s t o 
s e s o l u b i l i z a c o a i sop ropano l , d imcr i l su l í&xido ( O M S O ) u o t r o s s o l v e n t e s . 
J ^ carrti d a d deJ m a t e r i a l d i s u d t o s e m i d e e n d e s p e c t r o f o t ó m e t r o , c o n l a 
a b s o r b e n c i a t r t ftmeión d e l a c n n c o i i r a c i ó n de l c o l o r a n t e c o n v e r t i d a 
E n e s t e t r a b a j a s e r e a l i z ó u n e m o d i f i c a c i ó n de l e n s a y o c a l o r i m é t r i c o 
o r i g i n a l mi i ; s c a / l ad ió d i r e c t a m e n t e u n a a l i c u r t a d e SO |aL d e M T T ( 1 
m g / m l . ) e n m e d i o d e o i t h v o s i n s u e r o fe ta l b o v i n o o g l u t a m i n a a todos l o s 
p o x o s ( p r o h a n d o a , con t ro l en y b l anco*) ; el cuJ t ivo s e i n c u b ó p o r 4 h o r a s 
p a r a q u e ef M T T s e m e t a b a l » * r a a formaban. p o s t e r i o r m e n t e e l 
s o b r e n a d a n t e s e a s p i r ó y s e l e a ñ a d i e r o n ISO | iL d e D M S O pa ra d i so lve r e l 
formazan: l a s p l a c a s s e a g i t a r o n l e n t a y c u i d a d o s a m e n t e finalmente, s e 
l e y ó l a a b s o r b a n c i a « n el l ec to r d e p l a c a s a u n a l ong i tud d e v i d a d e 5 4 0 
ISD, 
1 1 4 . 4 P m e b a d e S a J I o r o d a m m a B 
L a deia imnxrón de) crccrrorcnU» f ^ J ^ i ^ r $e r e a l i z ó m e d i a n t e l a l i n o ó n c o n 
S u l í o i o d a m i n a R . el c u a l s e u n e a l o s a m i n o á c i d o s b á s i c o s d e l a s 
m a c r o m o l ó c u l a s c e l u l a r e s , e l c o m p u e s t o s e s o ' u b i l i z ó y s e l e y ó 
c s p c c t r o f o t o m é t r i c a m c o t e p a r a o b t e n e r l a c o n c e n t r a c i ó n t o t a l d e la* 
p r o t e í n a s p r e sen t e s («tk 
L o s c u l t i v o s de enh i l a s a d h e r i d a s ( 5 0 0 0 a H u l a s / p o z o ) s e f i a r o n in s i lu c o n 
5 0 p l . d e b i d o ( n e l o r o a c é t f c o ( A T Q frío al 5 0 % y a e i n c u b a r o n d u r a n t e 
6 0 m i n u t o s a 4 ° C . Rl s n h r a a d a i d e a e destechó y las p l a c a s s e l ava ron c u n 
a g u a d e s ion izada y s e s e c a r o n a t e m p e r a t u r a de l cuar to , P o s t e r i o r m e n t e s e 
a ñ a d i ó a c a d a p o z o 100 |ü_ d e s u l f o r o d a r a i n a B al 0 . 4 % e n á c i d o a c é t i c o a l 
1 % , s e i n c u b a r o n p o r 10 m i n u t o s a 25®C; )s S R B U b r e s c r e m o v i ó 
m e d í a n t e 5 l a v a d o s c c o ó e i d o a e é u c o al 1 % , dctqxeSs l a s p l a c a s t*s s e c a r o n 
al a r r e ; e l c o l o r a n t e f i j a d n a e d i s o l v i ó c o n bufTer t r i a , y s e l e y ó l a 
a b s ó r t a m e l a a m longi tud d e o n d a de 5 7 0 n m 
2J23 E V A L U A C I Ó N D E 1 - O S l > A T O S 
U A 1 M e r f f i l i c k a 
L a « ^ t * d e e v a l u a c i ó o v i sua l e m p l e a d a e n e s t e m é t o d o f u e l a s i g u i e n t e : 
( i > i n d i c a 25% d e d a ñ o c é l u l a - , (++) 50% d e d a f t o . ( + + + ) 75% d e d a f t o y 
( i n i ) 1 0 0 % d e d n A o c e l u l a r , s e c o n s i d e r ó c o m o d a ñ o c e l u l a r e l 
d c s p r o t d i m i e m o , e n c o g i m i e n t o ce lu l a r y c o n d e n s a c i ó n d d u iUfp la sm* . 
I -a c o n c a i t r a c i ó n d e l i s p o z m q u e m m t r ó d a f l o a d u l a r t o t a l s e e o r a i d c r ó 
c o m o l a Concentración tóxica maxima (Ctmax). re t e a t r a s q u e l a 
c o n c e n t r a c i ó n d o n d e las c é l u l a s f o r m a r o n m o n o c a p a p a r e a d a al c o o t r o l s e 
c o n s i d e r ó c c s n o l a Concentración tóxica minima fVtmirt}. 
c < m o s t r a c i ó n t ínr ica 5 0 % ( C T S O ) d e te c a u l a s n o r m a J e a y m a l i g n a s s e 
c a l c u l ó d e a c u e r d o al M é t o d o d e E k w a J l (4)), q u e c o n s i s t e e n la m e d i a 
geométrica* d e l a c o n c e n t r a c i ó n c i t o i ó x k s t o t a l y l a co r t ce ra rac ióA m á x i m a 
n o t ó x i c a p r o b a d a . 
< > E i d m i t e d e c o l m a t e ( A n i d e t r t p a n o ) 
P a r a o t t e n e r los v a l o r e s d e v i a b i l i d a d s e e m p l e ó el s i g u i e n t e c o c i e n t e ; 
V i a b i l i d a d c e h i l a r —tora l d e la? c é lu l a* víahluw f n n í r t e l a s ) x 1 0 0 
to ta l d e l a s c é l u l a s {ceñidas o n o ) 
1 2 ^ 3 P r u e b a d e M T T 
I -os v a l o r e s d e a f o o r H a m c i a d e c a d a p l a c a s e r e g i s t r a r o n p a r a o b t e n e r e l 
s i g u i e n t e c a c i o t t e la a b w r b a n c i a d e f e o d o m e d i d a ( m e d i o d e c u l O v o ) , s e 
r e s t ó del v a l o r e o n b v l ( i n c d j o + c é l u l a s ) y l a s m e d i c i o n e s d d m e d i e a o M n i u 
b l a n c a ( m e d i o d e c u l t i v o + a g e o t e ($ ) - c é l u l a * ) »e s u b s t r a j e r o n d e loa 
v a l o r e s d e p r u e b a ( m e d i o + c é l u l a s + a g e n t e ($) ; f i n a l m e n t e s e c a l c u l a r o n 
k s v a l o r e s p r o m e d i o y s u d e s v i a c i ó n e s t á n d a r , loe d a t o s s e e x p r e s s » c o m o 
% d e P / C ( P r o b a n d o / C o n t r o l ) («n. 
Absor taancia de c é l u l a s p r o b a d a * s 100 
A b s o r b e n c i a d e c é l u l a s con t ro l 
L o q u e e x p r e s ó 1a v i a b d i d a d c e l u l a r y l a s o b r e v i d a e n p r ^ e o c i a d e l o s 
m e d i o i m c n t o a . 
T a m b i é n s e r c n l Í 2 a j o n l o s e d í c u l o s p a r a t a c o n c e n t r a c i ó n d e l a g e n t e 
p r o b a d o q u e d a w i v a l o r d e P / C de* 5 0 % y 4 g h d e s p u é s e n a u s e n c i a de l o s 
c o m p u e s t o s pa ra e v a l u a r sobrevida-
A d i c i o n a l m e n t e s e c a l c u l a r o n l a s l i n e a s d e c ú f r e l v i é n p a r a c a d a u n a d e l a s 
l i n e a s c e l u l a r e s e x p u e s t a s a l a P A 1 p o r 4 6 h , o t a l inea d e b o n d a d y a j u s t e 
r e s p o n d e al m o d e l o m a l e m A ü c o d e l a r e d a d e m í n i m o s c u a d r a d o s y s e 
c a l c u l ó CT e l rango d e v iabi l idad en t r e 9 0 y 10%. 
U & 4 P r a e b a d e S a H b r o d a a i l a a B 
C o n e l e n s a y o d e l a s u l f o r o d a m i n a B c«2>, s e m i d i ó l a a b s o r b e n c i a d e l a 
p o b l a c i ó n ce lu la r ( 5 0 0 0 cé lu Ja s /pozo ) a l b e m p o 0 ( m o m e n t o « n e l q u e s e 
a ñ a d i ó el m e d i c a m e o t o ) » a d i c i o n a l n i c a t e s e o b t u v i e r o n l o s v a l o r e s d e 2 
p l a c a s d e r e f e r e n c i a d e c é l u l a s i n o c u l a d a s y f i l a d a s c o n á c i d o 
t r i c lon jacé t i co , anees d e a g r e g a r e l medii-airtcjiro. 
A s i s e o b t u v i e r o n t ros m e d i d a s : a b s o r b e n c i a de l con t ro l ( C ) , a b s o r b e n c i a 
de l p r o b a n d o ( P ) y absór tamela , en et t i e m p o cero("PJ) . 
E l e f e c t o m e d i d o d e los c o m p u e s t o s s o b r e u n a l ínea c e l u l a r s e c a l c u l ó d e 
a c u e r d o a l a s s igu ieo tea expres iones : 
Si P c s m a y o r o igual q u e T D , d ^ I c u l o e a : 
l o o * [CP i t > y ( c : - t o ) ] 
Si P e s m o e r q u e To* i n d i c a m i a r t e c e l u l a r y p u e d e c a f c u l u s e : 
i o o * [ ( p - T o y r o j 
A s i p a r a c a d a c o m b i n a c i ó n m e d i c a m e n t o - l i n c a c e l u l a r , s e p r o d u c e u n a 
c u r v a dceis»-rcspucsTB y c e p o s i b l e t r e s n i v e l e s d e e f e c t o . 
L a i n h i b i c i ó n d e c r e c u n t o i i D SO (OISO) He c a l c u l ó a pa r t i r d e : 
1 0 0 x U P - I W C - Toy] - 5 0 , d o n d e l a c o r a e n i r w i ó n «fcl m e d i c a m e n t o 
p r o d u j o u n a reducción d e l 5 0 % e o e l i n c r e m e n t o p r o t e i c o o c i o e n l a s 
c d u l a s con t ro l d u r a n t e l a i n c u b a c i ó n d d m e d i c a m e n t o . 
m c a l c u l o d e l a i n h i b i c i ó n d d c r e c i m i e n t o p o r e f e c t o d e l m e d i c a m e n t o , s e 
c a l c u l ó d e P - T 0 , d o n d e l a c a n t i d a d d e p r u t e i n a al final d e l a i n c u b a c i ó n 
d e l m e d i c a m e n t o f u e i g i u l a l a o i o b d a d p r e s a r t e ai in ic io , 
F3 c á l c u l o p a r a c o n c e n t r a c i ó n letal 5 0 % (LCSO) q u e e s l a c o o c o i n a c i ó n d e 
m e d i c a m e n t o q u e p r o d u j o u n a r e d u c c i ó n d e l 5 0 % e n l a s p r i r t r i n m 
al f i n a l d e l a i n c u b a c i ó n del m e d i c a m e n t o , c o m p a r t n d o l o c o o e l v a l o r d d 
in i c io d e l a i n o c u l a c i ó n , e i n d i c ó p e r d i d a n e t a d e l a s c é l u l a s s e g u i d a s e o d 
e n s a y a 
L a L C 5 0 s e c a l c u l a d e : 
i o o * ¡ ( P - T o y r o j = - s o 
1 1 5 . 5 P r a e b a d e A N O V A 
S e u t i l i z ó u n a p r u e b a d e A N O V A p a n s v a h i a r l o s resultados o b t e n i d o s 
c o o l o s m é t o d o s d e a z u l d e t r r p s n o , M T T y S R B y d e t e r m i n a r s i m i l i t u d e s 
e n t r e l o s p o t o » c o n c é l u l a s ( r a l a d a s c o n i g u a l e s c o o c e n l A c i o o e s d e l o s 
a g e n t e s t a n t o e n l a m i s m a p l a c a c o m o e n l a s p lacas s imi l a re s . 
i t ^ B c f i a k i ó a d a ta b » t e r t e e i ó a 
P a r a e s t e f in s e e m p l e ó e l m é t o d o d e s c r i t o p o r Morra* B e r e m b a u m <«>, el 
c u a l p e r m i t e ana l i za r l a s relaciones d o s i s - e l e c t o en t r e l o s a g e n t e s p r o b a d a s 
e n u n a c o m b i n a c i ó n ; d i c h a c o m b i n a c i ó n e s a q u e l l a q u e p r o d u c e u n a 
m h j t w o ó n d e l CTecirmenSo e n el 5 0 % d e l a p o b l a c i ó n c e l u l a r . E s t e m é t o d o 
t a m b i é n e u m i n a l a c u a n d f i c a c i ó n d e l o s e f e c t o s y p e r m i t e d e f i n i r l a 
ex esteno ia y c l a se d e in t e racc ión d e l o s c o m p u e s t o s e s es tudio . 
EJ a u t o r p r o p o n e l a EXISTENCIA d e UD p u n t o d e r e f i aenexa « o n t r a el c u a l e l 
e f e c t o o b s e r v a d o p u e d e s e r j ixegado, a o t e p u n t o d e r e f e r e n c i a s e l e c o n o c e 
c o n el n o m b r e d e e f e c t o e s p e r a d o o e f e c t o c a l c u l a d o , d cua l s e d e t e r m i n a 
m e d i a n t e el criterio mu/upltcatrvt), ó s t e s e o b t i e n e d e l p r o d u c t o d e l a 
m u l t i p l i c a c i ó n d e l e f e c t o d e d o s a g e n t e s p r o b a d o s d e m a n e r a 
i n d e p e n d i e n t e a i r a d o s i s d e t e r m i n a d a . E s t e e r i t o i o s e b a s a e o m o d e l o s 
b i o l ó g i c a s y s e e m p l e a e x t e n s a m e n t e « n l a i nves t igac ión d d cánce r . 
U n a v e * o b t e n i d o s d e f e c t o e s p e t a d o y d e f e c t o o b s e r v a d o , l o s d a t o s 
f u e r o n « a l i ^ d o a m e d i i m t e l a s s i g u i e n t e s h e r r a m i e n t a s e s t a d í s t i c a s ' p a r a 
ve r i f i ca r l a c o o d i c i ó n d e n o r m a l i d a d l a p r u e b a K o l m o p o f o v - S m i r n o v (441, 
u n a p r u e b a d e C o c b n u » p a r a c o m p a r a r l a s v o r í a n z a s y a p l i c a c i ó n d e l a 
p r u e b a d e c o m p a r a c i o n e s m ú l t i p l e s T .SD ( m í n i m a d i f e r e n c i a 
e s t a d í s t i c a m e n t e s i g n i f i c a t i v a ) . El n i v e l d e s i g n i f i c a n c i a o v a l o r d e p 
r e q u e r i d o pa ra e s t ab lece r q u e n n h B y di f e r o t e i « fije de 0 . 0 5 . 
O t r o c r i t e r io e m p l e a d o <a\ l a d e t e r m i n a c i ó n d e l t i p o d e í n t e r » « ¿í© e n t r e los 
c o m p u e s t o s f u e d ¡ fu&ct d e c o m b i n a c i ó n <),«q, d cua l c q v n a l a ce lac ióo 
e n t r e l a s d o s i s d e l o s a g e n t e s q u e p r o d u c e n u n e f e c t o e s p e c í f i c o , p a r a e s t e 
e s t u d i o s e e m p l e ó l a c o n c e n t r a c i ó n inh ib i to r ia SO ( C 1 5 0 ) o b t e n i d a s p a r a 
cada u n a d e l a s l ineas c e l u l a r e s e s t u d i a d a s y las d o s i s s i u n a c o m b i n a c i ó n 
q u e p r c s o i t a r o n d 5 0 % d e inh ib ic ión de l c r e c i m k r a o c d u l v . 
Cr i te r io* p a r a d e f i n i r el t i p o d e inieraocaón* 
U n Indice d e c o m b i n a c i ó n < 0 . 9 0 s e c o n s i d e r ó c o m o i n t e r a c c i ó n p o s i t i v a o 
po t enc i ac ión . 
Si d r e s u l t a d o de l índ ice d e c o m b i n a c i ó n s e « o c o n t r ó o n n s 0 9 0 y 1 10 s e 
c o r e u f e r ó m i m c c t ó a c a n u s u m a c i ó n 
S i p o r d e o n i v a n o , e l r e s u l t a d o f u e > 1 . 1 0 s e d e f i n i ó c o m o i n t e r a c c i ó n 
n e g a t i v a o a n t a g o n i s m o . 
C A P Í T U L O T R E S 
R E S U L T A D O S 
3 . 1 E V A L U A C I Ó N M O R F O L Ó G I C A 
9 . 1 . 1 E i p o n t i ó a t P i r o a i s o i M U i A I p o r 4 9 h 
l a s p i u l a s «le h í g a d o d e C h a n ^ c o l o n y fibroblastos n o p r e s e n t a r o n 
c a m b i o s m o r f o l ó g i c o s e o t a s p r i m e r a s c u a t r o d o s i s ( 0 . 0 7 4 > . 6 f i g 4 n L ) , e n 
t a n t o «jue las r ^ J ' i l fy d e h e p o t o n i a , h e p a i o b l a s u s n a , a d e n o C a . d e m a m a y 
C a . d e cé rv ix m e d r a r o n e n c o g i m i e n t o ce lu l a r , e o o d t m s a c i ó n de l 
c i t o p l a s m a y d e ^ v e n d í m i e i t o de) s u s t r a t o a p a r t i r d e O . l S u g A u L ( d o s i s 2 ) . 
L u e x p o s i c i ó n a 2 . 5 ¿igf tnL ( d m i s ó ) p r o d u j o e n la» c é l u l a s o e n p l á s í e a s d e 
b e p a l o m a , b e p a t o b l a s t o m a , a d e n o C a . d e c o l o n , m e l a n o m a y C a . d e c é r v i x 
d a f i o m a y e r o igua l al 5 0 ^ e n c a m b i o las r f l u f r e b e n i g n a s y (a n e o p l á s i c a 
d e m a m a ú n i c a m e n t e p r e s e n t a r o n a l t e r a c i o n e s e c e l 2S% d e la p o b l a c i ó n . 
A l a d o s i s d e 10 | i g / m L ( d u d s 8 ) t o d a s l a s c é l u l a s en estudio p r e s e n t a r o n 
dorio m a y o r o igua l d e l 5 0 % , K n ta t ab l a 2 a s e m u d a r a l a e v a l i o c i ó n d e la 
m o r f o l o g í a d e l a s l i nca s c e l u l a r e s e x p u e s t a s a P A 1 p o r 4Wi y en l a t ab l a 2 b 
s e a p r e c i a n l a s c o n u a i t i a c t o o e s m á x i m a s , c i n c u e n t a y ruin u n a s . 
D o s i s ( f i g / m l . ) 
Um4C*htLw t a ? a j s a j M I J S 1 s i a i a M «a 
I f i ^ t o d e C t a « • - - - - * « » • * » t 
4 e p s o m a - * • + * + • * * * •» * -M < 1 1» 
KirwnWaiiCTBa - * I H t 
• - • • • 4 t > • 
• - + 1 1 ) 1 
n n r i i T r i i - • - • + < * • • » « - * - » • »«-» 
A t e o C a , n a n a -
U M M M - - - • + • + 4 • • • f r 
Cm. * * • » 4 • * » T * t * I I 1 • T * t 
T a b b 2 « 
FvaJuac*to> n t c f í d l ó g i c a d e l ineas c e l u l a r e s « p a e ^ s a P A 1 p o r d R h . 
Po rec jua j edc dafte: ( ->0%, ( - ) 2**%, (++) 50%, («-•+) 75%. (++-H-) 100%. 
UM£* Celutar 
C o a e « a t r a c i A o p g / w t . 
( T n a i C T S 0 C T m i a 
4 0 7 0 7 1 .25 
lleptvocna 10 o s a 0 . 0 ? 
H q i i h U g a u i 10 0 . 8 8 0 0 7 
C o t c a 4 0 4 . 8 9 0 6 
l l r a c r a d c c v k v 10 0 8 8 0 . 1 5 
KitvoUaaDa 4 0 7 . 0 7 1 . 3 * 
d r m a a 4 0 14.14 0 . 0 7 
M d s i m a 10 2 . 4 4 0 6 
Ca. fectrvn 2 0 1 18 0 0 7 
T a b l a 2 b 
C o n c e n t r a c i o n e s m a m m a s , c o t a i e a n a y m í n i m a s d e P A l ai l i n c a s e e l u l a c s e v p u e s t a « a l 
c o m p u e s t o p o r 4 J0 i 
3 - 1 J E i p o s k í ó a a T N F 
T o d í a b u l ineas c d u b i c a A i x p l D a d e m C a . d e m a n a i m u i i m n 
m o r f o l o g í a s i n u l a r a l c o n t r o l , a la d u n i s d e 10 n g A n l . l a s c é l u l a s 
n o o p t á s i c a s d e d u j i b m o s t r a r o n a l t e r a c i o n e s e n e l S O H d e l a p o b l a c i ó n . 
F n l a t a b l a % s e m u e s t r a n los r c s u t a d o s o b t e n i d o s y s e i n d i c a c o o rajo d 
d a f t o o b s e r v a d o p a r a los c é l u l a s d e a d e n o C a . d e m a n u t 
1 D o s i s m V o i L 
I M i ^ l V I 5 1 0 1 6 0 
Hígado Ae O i S g - _ 
ttcpaarmN - - _ 
_ - - _ 
Coloo _ _ s • 
AiriMrOi fe c o k * _ - - _ 
1'»broMasS» _ _ _ 
A A M T A de «nana _ * i • -H-
Miilinrmn _ _ - -
C a dcc*rvr% - - - -
T s b t a 3 
F.valuacÑW» morfológica de Ifoca* c v l u l a f t s expues tas a 17JF por 48h. 
Porcenttje «fc d j ^o : ( . ) <r%, (+> 2 5 * , <*•) SO*, (-»-<-') (*-•-"+) 1 0 0 * 
1 U E x p o s w t ó a a PAI y T N P 
F j i l a l a b i a 4 s e m u e s t r a n l o s r e s u l t a d o s d e d o s d o s i s d e P A 1 e n 
c o m b i n a c i ó n c o o 1 . 5 , 10 y 1 6 0 n g / m l . d e T N R p a r a c a d a Linca ce tu lar 
c x p u c & a p o r 4Ah, e n r o j o s e i n d i c a n l o s c o m b i n a c i o n e s q u e p r o d u j e r a n 
( 0 0 4 4 d e d a f t o . p a r a las c é h i k t s d e a d e n o C a . d e m a m a s e o b s ^ v ó « bis 
c o m b i n a c i o n e s d e l O p g A o L d c P A l + l O y 1 6 0 o g / m L d e T N F , e n t a n t o q u e 
p a n C a . d e « ó r v » e n la c o m b i n a c i ó n d e 2 5 rog'mj. d e P A I y l ó O n g f t n L 
d e T N F . 
Linee ceútlñr PAI MS'T*. 
TNF 
W Q L 
1 i«e 
S l í g ^ i t f e O i a « 5 0 l o o 
* + » i * 
|{(|tltKM 01 O« * 4 * « t * * • 
HcpaueuaocM o ¿ fin 
+ 
« - + •H + 
Cok« s o 100 
A * 
* * + 4-
* + 
+ + 
AderaCc <k coto* O í 0 6 
* • + 4 + • + •» + •4 + 
Hln JJtiiii» 2 5 s o > * * + •4*4 
Aih IÜPC'I de m i l * $ 0 IOO 
•4 * 
• + « • 4 4 
« + 
4-4 * 4 
4 • 
• 4 • * 
r r t l l u m » í 25 + 4 + * V * • 4 4 « 
Ca. de«*vix 1 »25 f 2 5 4 » * 4 4 
» » » 
4 * * 
•4 4 » 
» 4 * 4 
T a b l a 4 
Evaluación tnorfoliSgíea de l incas celulares expues tas a d e s derfis «fe P A I en 
combinación con I , 5, 10 y 160 ng/ml . d e TNF p o r 4 « t 
Pocemiajc dafio: (-) C V C+) 1SH. < * + ) » % , < • 14>7S% <4-m-») 100% 
l a s dusif t d e P A I e m p l e a d a s f u e r o n a q u e l l a s q u e p r o d u j e r o n el 5 0 % d e 
d a ñ o y la do&is «nmed ia i a m e n o r , p a r a el T N F s e e m p l e a n « » l a s c u a t r o 
d o s i s s e l e c c i o n a d a s p a r a el e s t u d i o . 
E l t r a t a m i e n t o c o n la d o s i s m e n o r d e P A I p r e s e n t e e n l a c o m b i n a c i ó a 
p r o d u j o e n las l i n c a s c e l u l a r e s a e x c e p c i ó n d e C a d e c ó r v i x e n c o g i m i e n t o 
y d e s p r c r d i rn icnfo de? s u b s t r a í a y m e n o r o igua l q u e los o b s e r v a d o s c o o la 
e x p o s i c i ó n d e P A I 
L a s d o s i s a lcas d e P A 1 p n a o w e s e n la e c u t b i n a c i ó n p r o d u j e r o n e a te 
c é l u l a s d e Hí^mSo d e Chanfe . c o l o n y a d e n o C a d e c o l o n S O % d e d a f l o . e n 
l a n b j q u e p a r a el r e s t o d e l a s c é l u l a s s e observó u n m e r c a r a t o g n a i u a l d e í 
d a ñ o d e p e n d i e n t e d e 1* t s n ü d a d d e T N F . 
E n l a s figuras 7 A , 7 B y 7 C s e m u e s t r a n m k s o g r a f i o s d e l a s l i n c a s c e t u t o r e s 
e x p u e s t a s a la c o m b i n a c i ó n P A I + T N 7 p o r 4 8 h q u e p r o d u j o ¡ « « f e c t o y s u s 
r e s p e c t i v o s con t ro l «a, ( f e c t o r d e a m p l i a c i ó n 3 2 0 * ) 
F i g u r a 7 A 
Lincas celulares de h ígado de C h a n g (a), hepatoma ( b ) y hepa tob las toma <c) 
expues tas a PA I + T N F por 48h . presentan d i sminuc ión del t amaño , 
encog imien to celular y condensac ión del c i t o p l a s m a En l a h ' c ' ) se mues t ran 
sus respec t ivos controles 
Factor de ampl.ac.ifl 320x 
F i g u r a 7 B 
L incas celulares de colon (d). odenoCa . de colon (e) y f ibroblasios ( 0 
expues t a s a PA I + T N F por 48h . presentan d i sminuc ión del t amaño , 
encog imien to celular y condensac ión del c i toplasma. Hn ( d ' e ' f ) se mues t ran 
sus respec t ivos controles 
F i g u r a 7 C 
L i n o » celulares d e a d e n o C a d e mama (g). mc lanoma (h) y Ca . de c t f v i x ( i ) 
expues tas a P A I - T N F por 48h_ presentan d i sminuc ión del t amaño , 
encog imien to celular y condensac ión del c i t o p l a s m a En (g ' h ' i * ) s e mues t ran 
sus respect ivos c o n u o l e s 
F a c t o r d e a m p l i a c i ó n 3 2 0 * 
J.1.4 Pretratamieate con Aetiaamiciaa )> 
E o la t ab la 5 ac m u e s t r a la e v a l u a c i ó n de l e f e c t o d e la P A l y P A l + T N F e n 
l a s d i f e r e n t e s l ineas c e l u l a r e s p r e v i a m e n t e sens ib i f r7adaa c o n l ^ t g / m l , d e 
A c ü n o m i e t n a D p o r p e r í o d o s d e I y 2 4 h , e o r o j o s e i nd ican las cé lu l a s 
e r p u e s t a s a P A l y / o P A l + f N F « c r i s t a l i z a d a s c o n A d « D q u e p re sen t a ron 
d a ñ o en el total d e l a s cé lu l a s 
Unta epatar M O " 
l « W > 
P M I N F 
P A l P A l * P A ) * * 
P A I + 
T W 
M I * 
I N F * 
H H 
T N t " 
* * • 1 1« i « - 4 4 4 - * 4 » % • » • * • • « 4 - * 
1 I q w M i l H m * • Ü J 166 4 
O t e r 4 . 1 0 > « 4 4 4 • >-» 4 « 4 4 4 « » 4 
A A u C t o É n • • 4 4 0 . 6 s 4 4 • 1 4 * 4 1 4 4 * 4 
• • • • S O 1 1 | • » 4 t < * » « - 4 • » « • » « 
4 « e s + 4-4 » 4 » 4 f r 4 + 4 * 4 
2 1 1 
» 4 4 4 + 4 | 125 1 •í 4 • » • - » 4 4 • * 4 4 4 * 4 H 
T a b l a 9 
Evaluación morfológica de lineas celulares expuestas a P A l y PAl1TN1*' por ASh 
pfeseasibi l i2adas coa l u ^ m L de Actmoancu ia D por Ih (*) y 2 4 b ( • • ) , 
Porpeu t t ée de A f i o . <-) CrH, (- . ) 2 3 * C - ) 5¡J%. (-M-I-) 7 5 % . (-M—•) 100%. 
T o d a s l a s l ineas c e l u l a r e s f u e r u n sens ib l e s a l a A c l - D , l a s cé lu l a s d e Ca . d e 
c ó r v i x p r e s e n t a r o n t ox i c idad def 1 0 0 % c o n el t r a t a m i e n t o d e 2 4 h . 
I » c é l u l a s He h í g a d o d e Cli&ng, hepo íob las toma» c o l o n y a d e n o C ^ de 
c o l o n sens>ibili7adaa c o n d e A c l - D por I h y cvpue* laa 
42 
p o s t e r i o r m e n t e a l a P A l p o r 4 8 h p r e s e n t a r o n d n w j n o da f io q u e l a s c é l u l a s 
n o s e n s i b i l i z a d a s , s i n e m b a r g o tí t r a t a m i e n t o c o n A e t - D p o r p r o d u j o 
e n las d o s l i nea s b e n i g n a s daAo d e h a d a u n 7 5 % , lo cual n o o c u r r i ó en la« 
n e o c l á s i c a s d e h e p a m b l a t t o m a y a d e n o C a . d e c o l o n -
P a r a l ibmhlaAtiw, mclanocna , C a . d e véi vi*, y a d o w i C a . d e i r auna s e 
o b s e r v ó q u e e( doAu rehilar s e i n c r e m e n t ó im 5 0 % c o n b s e n s i b i l i z a c i ó n 
d e I h . en c a m b i o c o a la s e n s i b i b a n ó c d e 2 4 h p r e s e n t a n » 1 0 0 % d e d a f l o 
las t r o p r i m e r a s l l n m i m e n c i o n a d a s . 
P o r o t n parte» e n las c o m b i n a c i o n e s d e P A 1 + T N F s e o b s e r v ó q u e la 
s e n s i h i l i / a c i ó n d m A c t - D a u n a d o s i s d e IpgMiL» a u m e n t ó e l d s f l o e n 
t o d a s las l i n e a s c e l u l a r e s . F ib rob la s to» y n e l o n e m a p r e s e n t a r o n 
a l t e r o c i o o c s e n el 1 0 0 % d e l a s c é l u l a s c o n el t r a t a m i e n t o d e Ih, e n t a n t o 
q u e h í g a d o d e C h g n g , h c p s t o b l a s l c a i a , m e l a n o o i a y C a . d e c é r v i x k> 
p r e s e n t a r o n c o n la « í i s ih i lusac ió f i d e 2 4 h 
3 .1 -$ F . fceto d e la P A 1 e o s o t r o s a a t i M O p U a i e e e 
3 .1 .5 .1 E f e c t o d e k admiBUtrac iÓB e o m b i a a d a d e P A I + M i t o a i i r i a a 
L a a d i c i ó n c o m b i n a d a d e loa c o n q u e s t a s p r o d u j o e n l a s d e 
h e p a t o b l a s t o m a , c o f o n y a d e n o C a . d e c o l o n d e s p r e n d i m i e n t o y 
e n c o g i m i e n t o c e h i l o r en l a t o t a l i dad d e l a p o b l a c i ó n , e n las c é l u l a s d e 
h í g a d o d e C h a n g y a d e n o C a . d o m a m a s e o b s e v á d a ñ o s ó l o e n l a in f lad d e 
l a s cé lu l a s . 
L o s resultados d e la e v a l u a c i ó n d e l a s l í nea s a d u l a r e s e x p u e s t a s a 
P A l + M i t s e o b a a - v a n e n l a l a b i a 6 
Línea célula P A l M i t P A l M i t P A l + M i t 
H g / m L 
Hígado de Chang 10.0 10.0 + + + + + + 
Hepatoblastoma 0.6 1.25 + + + + + + + + 
Colon 10.0 50.0 + + + + + + + + 
AdenoCa. de colon 0.6 5.0 + + + + + + + + 
AdenoCa. de mama 10.0 5.0 + + + + + + 
Tabla 6 
Evaluación morfológica de líneas celulares expuestas a PAl, Mit y 
PAl+Mit por 48h. 
Porcentaje de daño: (-) 0%, (+) 25%, (++) 50%, (+++) 75%, (++++) 100%. 
3.1.5.2 Efecto de la administración combinada de PAI + 5-fluorouracilo 
La combinación de PA1+5FU produjo en las líneas celulares estudiadas 
desprendimiento y encogimiento celular solo en el 50% de la población, lo 
cual se observó de manera similar en la exposición con solo uno de los 
compuestos. Tabla 7. 
Linea célula#| P A l | 5 F U 
f i g / m L 
P A l 5 F U P A l + 5 F U 
Hígado de Chang 10.0 100 + + + + + + 
Hepatoblastoma 0.6 125 + + + + + + 
Colon 10.0 500 + + + + + + 
AdenoCa. de colon 0.6 35 + + + + + + 
AdenoCa. de mama 10.0 500 + + + + + + 
Tabla 7 
Eva luac ión m o r f o l ó g i c a de l íneas ce lu lares expues tas a P A I , 5FU y P A 1 + 5 F U por 48h. 
Porcentaje de daño: (-) 0%, (+) 25%, (++) 50%, (+++) 75%, (++++) 100%. 
3.2 EVALUACCÓN C O N AZI L DE T R I P A N O 
L a p r u c b a d e A N O V A r e a l i / a d a p a r a c v a l u a r la s i m i l i l u d e n i r e cé lu la . s e x p u e s l a s 
a c a d a c o n c e n t r a c i ó n e n p a r t i c u l a r d e l o los a g e n i e s c n la m i s m a p l a c a y e n u e l a s 
p l a c a s m o s t r ò e n t e r m i n o s g e n c r a l e s v a i o r e s d e p ( n i v e l e s d e s i g n i f i c a r t e l a ) 
s u p c r i o r e s a 0 . 0 5 . c o n lo c u a i s e a s u m i ó s i m i l i l u d e n t r e l o s t r a t a m i c r i t o s 
3 . 2 . 1 E i p o s i c i ó n a P A I 
E n la figura 8 s e m u e s t r a n l a s c u r v a i d o s i s r e s p u e s t a d e l a s l i n e a * c e l u l a r c s 
e x p u e s l a s a la P A I p o r 4 8 h 
125-
H < J c O - n e AdcroC. DUC 
Ca dcccrvx 
F i g u r a 8 
Viab i l idnd de l incas ce lu la re s e x p u e s l a s a P A I por 4 8 h . 
l 'rucbn de nail de 
Las células benignas de hígado de Chang, colon y fibroblastos y la 
neoplásica de melanoma presentaron valores de viabilidad mayores del 
85% en las primeras cuatro dosis (0.07-0.6 [ig/mL), gradualmente el daño 
se incrementó encontrándose captación del colorante en el 50% de la 
población entre 5 y 10 ng/mL (dosis 7 y 8) para el caso de las células 
benignas y en 2.5 ^.g/mL (dosis 6) para melanoma. 
Las líneas neoplásicas de origen hepático y de colon presentaron una 
progresiva y abrupta disminución de la viabilidad celular del 50% con 0.6 
Hg/mL (dosis 4). 
Las células de Ca. de cérvix presentaron una disminución de la viabilidad 
dependiente de la dosis, [la viabilidad 50% se observó con 2.5 |ig/mL 
(dosis 6)]. Por otra parte, la línea celular de adenoCa. de mama mostró 
una gradual disminución de la viabilidad, la exposición a l0ng/mL produjo 
un 55% de muerte celular. 
En la tabla 8a se muestran las dosis a las cuales las distintas líneas 
celulares presentaron daño cercano al 50% y la viabilidad de las células no 
expuestas a PAl (células controles) y en la tabla 8b se muestran las 
concentraciones máximas, cincuenta y mínimas de las líneas celulares 
expuestas al compuesto por 48h calculadas por el método de Ekwall (43). 
^ | * V t t M l M ^ 
i w a L O á m C 
Hígado d e C t a o g 5 0 S.1 v t Vi 64 
Colcm $.0 54 4 « 1 4 3 
F > b r v H » u a S O 50 8 3 96 38 
H e p m a a 0 t* y r . n » 
i a i |n«ili|i>in>iiia 0 A 48.96 96 
A d a o C a . fe e c k e Oft 49 .45 
A4SMC « d e m u 10.0 S5.S9 96 .03 
MCJSKWTII 2 5 $1 .41 96 6 3 
Ca. d e c é r v n 2 5 4 7 2 0 *5.23 
T a b l a 8 a 
V i a b i l i d a d d a l i n e a s c e l u l a r e s e x p u e s t a s a P c r o x i s o e u c m a A l p o r 4 U L 
h x e b a d e ae i l d e t r ^ e e 
* C d o l « no I l | W • I•! • A i 
U n a C e ú j / o r C o a c M l r t e i ó i ( i g / n L 
f T m á i C T W C T T i a i a 
4 4 7 0 7 1 .2$ 
11i|iiiimir> 10 0 S * 0 0 7 
H e p e o b Laeooia 10 0 8 8 0 . 0 7 
Cotoo 4 0 4 6 9 0 6 
A d o t o C v d e o l e « 10 0 . 8 8 O I S 
F i t e u b l a s u * 4 0 7 0 7 1 .25 
M a n T a d e m a n 4 0 14.14 0 0 7 
M s l m c n a 1 0 2 4 4 0 . 6 
C a d e tfnn 2 0 1 . 1 8 0 0 7 
T t b l á M 
C o o c e u t r a c i o n e s v f t x í e i K . c m c u a B y m t a u m a s d e P A i a i K o o s c e l u l a r e s e x p u e a a s al 
c o m p u e s t o po* 4 8 Í 1 
A a J d e v t p a n a 
3.2 .2 e r e c t o d e l e e x p o s i c i ó n a T N F 
La. v iabi l idad e n t odas l a s H n e o j e s t u d i a d o s a e x c e p c i ó n d e 
a d e n o C a . d e m a m a f u e m a y o r de l 8 5 % c o n l a s c u a t r o dos i s p r o b a d a s , l a s 
cé lu las d e a d e n o C a . d e m a m a p r e s e n t a r o n t ros l a expos i c ión a 10 y 160 
n g / m L , daffco e n u n 5 4 y 4 9 % d e la p o b l a c i ó n r e spec t ivamen te . 
J J J E f e c t o d e La s d m i a l s t r a e l ó a c o m b i n a d a P A 1 + T N F 
En la tab la 9, s e mues t r a la v iabi l idad d e l a s l íneas c e h ú a r c s e x p u e s t a s a 
o c h o c o m b i n a c i o n e s P A 1 + T N F y el d e l a e x p o s i c i ó n a P A 1 , e n ro jo s e 
i nd ica la c o m b i n a c i ó n q u e p r o d u j o el 5 0 % d e v iabi l idad . 
t ¡net n b t o ^ P A I [ T N F a g / m l . % V • ^ • 













o_3 59 62 49 44 40 
c u 4« 44 35 36 V> 











Coloc S.S (A 73 70 70 69 16.0 47 53 49 4S 43 





















































V i a b i l i d a d d e l i m a í ccILÜ BfCí e<cpucsibt a d o s d m i s d e P A I y o c t a c o m b i n a c i o n e s d e 
P A H T W poc 4 8 h 
Pruebe d e Aaa l d e t o p o r o 
4a 
L a s c é l u l a s b e n i g n a s d e h í g a d o d e C h a n g y c o l o n e x p u e s t a s a P A I + T N F 
n o p r e s e n ü i r o n d i f e r e n c i a s s i g n i f i c a t i v a s c o n r e s p e c t o a l as c é l u l a s 
e x p u e s t a s a P A I 
L a v i a b i l i d a d d e las l i n c a s c e l u l a r e s d e h e p a t o m a . h e p a t o b l a s t o m a . 
a d e n o C a . d e c o l o n y m e l a n o m a e x p u e s t a s a P A I + T N F f u e m e n o r o igua l 
q u e a q u e l l a s e x p u e s t a s a P A L En c a m b i o , l as c é l u l a s d e a d c n o t ' a d e 
m a m a y C a d e c é r v i x m o s t r a r o n e n t o d a s l as c o m b i n a c i o n e s v a l o r e s 
m e n o r e s a los o b s e r v a d o s c o n la e x p o s i c i ó n a P A I L a d i f e r e n c i a m á s 
m a r c a d a s e l o c a l i z ó e n las c o m b i n a c i o n e s c o n las d o s i s d e 10 y 160 n g / m L 
d e T N F 
E n la f i g u r a 9 s e m u e s t r a la c a p t a c i ó n d e l c o l o r a n t e azu l d e t r i p a n o p o r las 
c é l u l a s d e m e l a n o m a 
F i n a r a 9 
Célu las de m e l a n o m a teñidas c o n azul de t r ipano. factor d e ampl i ac ión 320x. 
3 , 2 . 4 P i t ( r t ( a m i t n l o c o # A c ü m n i c z n a D 
L a v i a b i l i d a d de I » c é l u l a s sens ib ) l i ?adas c o n A c t - n (1 y 2 4 h ) y ta u h o - i o r 
e x p o s i c i ó n a P A l y P A l + T N F s e m u e s t r a n en l a tab la 10. 
1 
m u » A O V P A , 
% v P A l * * T A , * 
L ú t a t c t f k f e d 
P A , + T N I » n v 
rtlg&fe d e l ^ t g 3 7 1 1 10 4« « 7 I B 1 0 * 5 s e 2 7 1 1 
H a M o N M B M 













O J i t o o 
1 0 4 9 2 f í 
s 
| 7 
A f l o t o C f t . « o l e e 43 5 1 0* 5 0 4 4 4 1 H 6 4 1 4 9 24 1 4 
FTtwoUinc* <U >5 < 0 S I 1 9 14 4 • t $0 9 4 
« t o i C i « m a 60 S* «¿ 4 7 2/> 5 » t 4 » « o I R 
MdiMAa M 2 1 a s 2? 13 2 1 * 1 4 9 1 4 9 
C* 4 « < * v f a i 20 1 *5 6 1 ) $ 1 ? i a s * « 4 4 H « 
T a b l a 10 
Viabilidad de lineas celulares expuesta* a P A l , P A H - T W p o r f oo seos i twl jada$ y 
acns ih i l i adas evo 1)¿g/mL de Avt inumic i fmD por Ih ( * ) y 24b (**>. 
P r u e t * 4 A f U l d * 
T o d a s las l ineas ce lu l a re s r e s p o n d i e r o n al e f e c t o tóx ico d é l a A c t - D . 
L a s cé lula* d e h i l a d o de C h a n g , co lon y a d e n o C a . d e c o l o o e x p u e s t a s a 
P A l y p resens ib i l t eadas c o n A d - D p o r u n p e r i o d o d e i b n o m o s t r a r o n 
d i f e r e n c i a s c o n las *tfi p reoa iadas» s i n e m b a r g o la Sensibi l ización por 2 4 h 
d i s m i n u y ó l a v i ab i l idad al 50% e n l a s cé lu las b e n i g n o s e n t an t o q u e l a 
l inea neoplAsica de u l e n u Ü L d e c o l o n s e m a n t u v o igual . 
P a r a f ib rob las tos . a d e o p C a d e o i s m a . m e l a n u m a y Ca . d e c é r v i x la 
sens ib i l i zac ión c a n A c t - D l o s d o s p e r i o d o s e s t u d i a d o s fevoreoó e l 
e f a i n t ó x i c o d e la P A l 
L a s l incas ce lu l a re s e x p u e s t a s a las c o m b i n a c i o n e s P A l + T N F q u e f u e r o n 
p r e v i a m e n t e SBiKibiJizoilas ^ o n A c t - D m o s t r a r o n v a l o r e s d e v iabi l idad 
m a r c a d a m e n t e d i « n i n u l d m a e x c e p c i ó n de m h a u i C a d e m a m * . 
LAS cé lu la* p r e v a t a d a * c o n A c t - D p o r I b n o mo id ra ron d i f e r e n c i a s c o n l a s 
c é l u l a s e x p u e s t a s a P A l . e n t an t o q u e l a s s ens ib i l i zadas p o r 2 4 h ai 
p r e s e n t a r o n una. no to r i a d i s m i n u c i ó n d e la v iab i l idad . 
3.2*5 E f e c t o d e la e z p o s i c l ó a d e la P A l c o a o t r o s a n t i n e o p U s i c o a 
3.2J5.1 F t p o a f e i ó a a P A l 4 M í l o m k i o a C 
Las d o s i s e m p l e a d a s d e P A l y M j t f u e r o a aque l l a s e n l a s q u e s e o b s e r v ó 
c i t o t o u c t d a d e n e l 5 0 % d e la pob lac ión , coeno s e n u e s t r a eo te u M a 11. 
L a c o m b i n a c i ó n d e tmlxe* c o m p u e s t o s p r o d u j o e n l a s cé lu las d e 
h e p a w b l a s t o s o a , c o l o n y a d e n o C a . d e co lon u n d e c r c m e n t o e n la v i ab i l idad 
d e h " 0 « u n 7 0 % . p t v o t ra pa r t e l a s cé lu las d e h í g a d o d e C b a n g y a d e n o C a 
d e m a n í a n o p r e s e n t a r o n daf to m a y o r q u e el o b s e r v a d o c o n l a 
a d m o u s t r a c t ó n d e u n o s o l o d e los a g e n t e s . 
Líite* CÍÍÍÁUA P A l M i l P A l M K P A t + M H 
u g á n l . 
« a ^ f l e C h a a g to y 10.0 4« 57 53 
06 1 15 49 T 
O t e 10 0 n o 47 4S 
•ji^Biif*! d e o A n 5 0 50 s e 16 
A d c v A d e t ^ n i o n SO 56 5a AS 
Tabi i 11 
Viabilidad da linea* eduJares expuestas a P A l . M i t y 
P A l ' M i t por 4&h. 
h n c h a d e A a l da Bipaw 
3 J . 1 . 2 E i p o s k i i i a P A l + S - f l a o r o a r a c i t o 
Las l ínea» c e l u l a r ^ e i p u t s a o s a la corrbinactán PA I+5FI I n o mosmiron e n 
n inguno d e I m l a v o s valores da viabilidad menores a las observados en {a 
expos i c ión de P A l é 5 F U . coroo se observa o ) la tabla 12. 
Unta cebilat\ P A l i S F U P A l 5 F U P A l - * - S F U 
u ^ m L 
" • [ l i l i Tr " h i t 1 0 0 t o o 46 52 4 3 
H c f a e t h l a e c i M 0 6 49 4« 46 
Tefoa 10.0 5fm 4 ? S? 54 
0 6 J5 50 51 17 
AdoroCa d e m a c r a 10 6 soo SO n 46 
Tabla 12 
Viabilidad de líneas ceJiduts expiestas a P A l , 5FU y a la oombimc.-ián d e 
PA1+5FU por 48K 
Pnefee de Asi) de itipaao 
3 J E V A L U A C I Ó N C O N M T T 
L a p r u e b a d e A N O V A r e u l i / a d a p a r a e v a l u a r la s imi l i t ud e n t r e c é l u l a s e x p u e s t a s 
a c a d a c o n c e n t r a c i ó n e n p a r t i c u l a r del o l o s a g e n t e s e n la m i s m a p l aca y e n t r e las 
p l a c a s m o s t r ó e n t é r m i n o s g e n e r a l e s v a l o r e s d e p ( n i v e l e s d e s i g n i f i c a n c i a ) 
s u p e r i o r e s a 0 . 0 5 . c o n lo cua l s e a s u m i ó s i m i l i t u d d e l o s tratamient«*» 
3 . 3 . 1 E f e c t o d e la e x p o « i c i ó n a P A I 
L a s c u r v a s d o s i s - r e s p u e s t a c o n s t r u i d a s c o n los r e s u l t a d a s o b t e n i d o s d e e s t e 
m é t o d o s e o b s e r v a n e n la figura 1 0 a 
F i g u r a Illa 
Curvas dosis- rcspucsta de l ineas ce lu la res expues t a s a Peruxisomtc ina A1 por 4 8 h 
J J I S CÉLULAS d e h í g a d o d e C h a n £ c o l o n y fibroblastos p r e s e n t a r o n u n o 
v iab i l idad w l u J a i maye* de l 9 5 % d e s d e 0 0 7 a 0 6 p g f t n L ( d o s i s 1 a 4\ 
p o s t e r i o r m e n t e se r e s e r v ó u n a d i s m i n u c i ó n p r o g r e s i v a r e l i m a d a COQ l a 
c a n t i d a d d e P A I ut i l izada, e n c o n g á n d o s e l a s c o n c e n t r a c i o n e s inh ib i to r i a s 
5 0 % (C150) pa ra las células d e h í g a d o de C h a n g y c o l o n c u 7 . 0 7 | igAnL y 
p o r a l a s c é l u l a s d e f ib rob las tos e n 5\tg/iúL. 
L o m i s m o o c u r r i ó c o n l a s c é l u l a s d e m c l a o o m a p e s o c o n i m a p o d i e n t e 
m á s p r o n u n c i a d a , s e a l c a n z ó l a i nh ib i c ión ce lu la r de l 5 0 % COQ 2-S f»g/mi. 
( d o s i s 6 ) . 
L a s c u r v a s dos i s - r e spues t a p a r a l a s Tincas r e o p l á s i c a s d e b e p a t o m a , 
h e p o í o b l a s t o u a , A d e n o C a . d e c o l o a y C u . d e c é r v n m o s t r a r o n u n a 
m a r c a d a y p rogres iva d i s n i n u c i ó f l d e la v iabi l idad d e s d e las « lose m á s 
p e q u e ñ a s u t i l i zadas . L a s t r e s p r i m e r a s l ineas c e l u l a r e s m e n c i o n a d a s 
r e d u j e r o n su v iab i l idad al 5 0 % c o n las d o s i s d e 0 6 y I 2 5 n g / m L ( d o s i s 4 
y 5) , y las J e Ca . d e cé rv ix a 2 . 5 p g / m L (dos i s ó) . 
P e r o t ra p a n e , l a s c é l u l a s d e a d e n o C a . d e m a m a p r e s e n t a r o n p o c a 
s c r e i b i l i d s d a l a P A ) L a C1S0 s e e n c u r t í a co 14 14^f tAr l - ( d o s i s 8 ) 
Un l a s figuras 10b, I 0 c , y lOd s e m u e s t r a n t a s c u r v a s dc« i s r e spues t a d e l a s 
I b t e s ce lu l a re s e x p u e s t a s a P A 1 p o r 4 8 h , c o n s u s c o r r e s p o n d e n t e s Uoeas 
d e Corre lación. 
M 
F i s o r a 1 0 b 
C u r v a s dos i s r e spues t a de l i neas c e l u l a r e s e x p u e s t a s a PA 1 pur 4 8 h . con s u s r e spec t ivas 
l i ncas de co r r e l ac ión o b t e n i d a por m o d e l o m a t e m à t i c o . I i l ínea n a r a n j a ind ica la CISO. 







Curvas dosis respuesta de líneas celulares expuestas a PA1 por 48h, con sus respectivas 
líneas de correlación obtenidas por modelo matemático, la línea naranja indica la CI50, 
según la línea de tendencia. 
F i g u r a lOd 
C u r v a s dos i s respues ta d e l ineas ce lu la re s e x p u e s t a s a PAI por 4 8 h . c o n sus r e spec t ivas 
l i neas de co r r e l ac ión o b t e n i d a s por m o d e l o m a t e m á t i c o , la l inea n a r a n j a ind ica la C I 5 0 . 
según la l inea de t endenc ia . 
3 - 3 . 2 E f e c t o d e la e x p o s i c i ó n a T N F 
A l a s d o s i s d e I . 5 . 1 0 y 1 6 0 n g / m L d e T N F , la m a y o r í a d e l a s l i n e a s 
c e l u l a r e s p r e s e n t a r o n u n a v i a b i l i d a d m a y o r al 8 0 % P o r k» c o n t r a r i o , l a s 
c é l u l a s d e a d c n o C a . d e m a m a f u e r o n s e n s i b l e s a la c o n c e n t r a c i ó n d e 1 0 
n g / m L c o n u n a d i s m i n u c i ó n d e la v i a b i l i d a d de l 5 3 % L a s c u r v a s d o s i s -
r e s p u e s t a se m u e s t r a n e n la f i g u r a 11. 
F i g u r a 11 
C u r v a s d o s i s - r e s p u e s t a de l incas c e l u l a r e s e x p u e s t a s a I , 5, 10 y 160 n g / m L d e T N F 
por 4 8 h 
A partir d e loe valoree d e viabil idad obtenidos c o o la prueba d e M T T ae 
Qdeulanxi las w u c c n U a c i o a c a inhibitorias 5 0 % (CISC) par» a m b o s compuestos 




| C l ¿ » 
T N F i BgfeiLt 
1 ligado de C h a i g 7.07 >160 
Cofon 7.07 > 1 « 
Fibirtblasus 5 0 0 > 1 6 0 
Melanoma 2.45 > 1 6 0 
^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ 
Cs. Cérvw 
1.67 > 1 6 0 
HefBtoh lastrana 0 6 0 >160 
AdeooCa. d e eoloo 0.59 > 1 6 0 
Hepatoma 0.S9 > 1 6 0 
AdenoCa. de mama 1 4 14 10 
Tabla 13 
Cnreemracioncs ii*i¡bHft'Ís» 50% (C~l sr>) de PA l y T N F « * Hacas celulares 
a p g e s t u a k a pur 4 8 b 
h u c t a f e M T T 
3 3 3 E f e c t o d e l a a d n u u t i s d ó a c o n b i a t t l i P A J + T N T 
Kn las f iguras i 2a , 1 2 b y 1 2 c s e muestran Ven h is tnyamaf l d e las diferentes 
Hfteas celulares y el e feetn d e las combinac iones PA1 •TNF. Las dosis d e 
PA1 empleadas e n las cuoib inac ioaes fucrun aquella» q u e produjeron el 
5 0 % d e viabilidad celular y la dosts inmediata menor. P a n T N F se 
utilizaren las e i a l r o d o s i s w k r r inualnn para «1 e s t u d i a 
E n la figura 12a se m u e s t r a n l o s r e s u l t a d o s o b t e n i d o s d e las l i n e a s 
c e l u l a r e s d e o r i g e n h e p á t i c o . C o n r e s p e c t o a l as c é l u l a s d e C h a n g n o s e 
o b s e r v a r o n d i f e r e n c i a s e n t r e l as c é l u l a s e x p u e s t a s a l as c o m b i n a c i o n e s y 
l a s e x p u e s t a s a P A I . c o n las c o m b i n a c i o n e s d e 5 j i g / m L d e P A l s e o b s e r v o 
u n a v i a b i l i d a d m a y o r d e l 6 4 % y p a r a l as c o m b i n a c i o n e s c o n l O j i g / m L d e 
P A I y T N F la v i a b i l i d a d se o b s e r v ó e n t r e 5 2 y 43% 
F i g u r a 1 2 * 
Viabi l idad de l ineas ce lu la res expues t a s a P A l . T N F y P A l - T N F por 48h 
P r u e b a d e M T T 
L o s r e s u l t a d o s o b t e n i d o s c o n l a s c é l u l a s b e n i g n a s d e c o l o n y l a s 
n e o p l á s i c a s d e a d e n o C a d e c o l o n y a d c n o C a d e m a m a s e p r e s e n t a n e n la 
Linca cclulai 
de Colon 
F i g u r a 1 2 b 
Viab i l i dad de l i neas c e l u l a r e s e x p u e s t a s a PA I. T N F y P A I + T N F p o r 4 8 h 
Prueba de M T T 
L&s I foeas ce lu l a re s d e c o l o n y ^ e n o C a . d e c o k s i e x p u e s t a s a l a s 
d i f e r en t e s e o o i b i n a c i o n c s d e P A I + T N F n o p r e s e n t a r o n d i f e r e n c i a s 
s ' g n t l k a D v s t es* los va lo rea d e v iab i l idad c o n «vspecto a l a e x p o s i c i ó n 
ú n i c a a RAI . 
P o r o t r a p a n e , en l a m i a ñ a figura s e o b s e r v ó q u e l a s c é l u l a s d e a d c s o C a 
de iiNnipra TDostraroo u n m a r c a d o dcc recnen lo e n t o d a s l a s <s«nbinacK>nea 
L a e x p o s i c i ó n d e d e P A l + T N F m o s t r ó u n a d i a n m u c i ó n d e la 
v iabi l idad h a a a u n 4 0 % y e n t a expceución d e IO»igfaiL d a P A 1 + T N H b 
d i s m i n u c i ó n f u e h a d a u n 1 2 % . 
F n l a figura 1 2 c se o b j g v a la v i ab i l idad d e l a s l i n c a s c e l u l a r e s d e 
f ib rob las tos , m e l a n o m a y Ca . d e c é r v a P a r a las d e s p r i m e r a s l i n a » 
m e n c i o n a d a s so lo o b s e r v a n * i* u n a no tab le d i s n m u c i ó n d e la v i ab i l idad e n 
las c o m b i n a c i o n e s d e m a y o r c o n c e n t r a c i ó n . 
P a r a eJ c u s o de C a d e c d r v n s e o b s e r v ó u n a subs t anc i a l r e d u c c i ó n d e l a 
v i ab i l idad en t o d a s l a s c o m b i n a c i o n e s , b u l a s c o m b i n a c i o n e s d e 1 .25 
p g / m L d e P A l + T N I ' , la v iabi l idad d i s n u n u y ó d e 4 6 a 2 2 % , y p a r « las 
c o m b i n a i ones c o o 2 . 5 H g ^ i L d e P A H - T N F l a v iabi l idad s e e n c o m r t e n t r e 
4 3 y 4 % . 
• l i P M I 
i l i i l l i l l l l n i l I I I I 
i s 
' - S g 
t t t i 
t J U M ? 2 8 7 ? S 8 
S S ^ t " " - t 
' a 
celular de 
; : 2 « 
¿ * * g s 3 « ¿ 
7 ? 
Linca celular de 
Ca. de cérvix 
F i s u r a 12c 
Viabi l idad d e l ineas celulares expues tas a P A I . T N F y P A I - T N F por 48h . 
e M IT 
3 _ M S o b r e v i d J e e l u l á r a l l e r i o r a l a o p o t l c i ó n d e P A 1 y P A 1 + T N F 
A l conc lu i r l a s 4 8 h d e e x p o s i c i ó n c o n PA1 y P A 1 + T N F , los a g e n t e s f u e r o n 
r e t i r a d o s y sus t i tu idos c o n m e d i o d e e u l u v o e n r i q u e c i d o c o n S F B . l a 
i n c u b a c i ó n s e p r o l o n g ó p o r u n p e r í o d o d e 72H, p a r a p o s t e n Armente 
d e t e r m i n a r la s o b r e v i d a d e la« l ineas c e l u l a r e s e r e s t u d i o (v iab i l idad 
ce lu la r e n a u s e n c i a d e los c o m p u e s t o s ) . Loa da los o b t e n i d o s c o n e s t e 
m é t o d o s e m u e s t r a n e n l a t a b l a 14. 
lÜiMf ettniarfA * V | »TTiT H V H g V 
HJ&dodeCtef« 100 43 4 i , 0 * ' y» 10 
HflpanWMAnu 0.3 61 41 | o i * ieo 51 9 
Colea 10 o 46 i4 : Í 10*5 4B 16 
AdcnoCa. de eoloa 0 6 49 4 t : | O í + 5 49 47 
FítooWastM 5 0 ' »• i I 5 » ! 45 4 
AdcmCa. da mana 5 0 19 i 47 6 
Metamtna 2 5 se 7 1 S\ J 
Ctdecfcvix 1 . » 65 28 ' I > 25 • 1 46 25 
Tabla 14 
Sotnevida de linea« celulares expuestas • PA1 y PA1+TN1' por 48b y 
c u l t r o prolongado en suseocia de las compuestos por 72 h. 
Praebadc MTT 
b ^ b o o i f tobiiiwu 4c9 a V t w ta t u M a t Od asesa pet 71L 
l a s o b r e v i d a d e t odas t a s » « - o » c e l u l a r « e x p u e s t a s a P A I d i m i n u y ó 
s i g n i f i c ó v a i o e a t e c o m p a r a d a c o n la v i a b ú t d ^ f ce lu la r d e t e r m i n a d a a l a s 
4 S h , a e x c e p c i ó n d e h e p a t o b k s t o i n a y a d e n o C a . d e c o k » e a d o n d e l a 
r e d u c c i ó n f u e b g ^ a m e n t e m c s c r . 
D e iguai m a n e r a l a s o b r e v i d a d e l a s «^«•I^P e x p u e s t a s a l a c o m b i n a c i ó n d e 
P A J + T N F d i s m i n u y ó n o t o r i a m e n t e a e x c e p c i ó n de a d e o o C a . d e co lon l a 
cua l p r o c o t ó w a sobrev ida s e m e j a n t e a l a v i ab i l idad d e t e r m i n a d a a l a s 
1 3 , 5 E f e c t o de l pre tra tamie ir to c o a A c t t B o m i r i a a 1> 
3 J . 5 . 1 Sens ib i l i zac ión p o r I b 
E n l a s figuras I d a y 13b s e o b s e r v a q u e t odas l a s l i n e a s c e l u l a r » 
respondieron al e f e c t o de ta A c t - D , la e x p o s i c i ó n d e l u g ' m l . d e A c t - D 
d u r a n t e I b r e d u j o la v iabi l idad e n a l g u n a s ce lu l a re s h a s t a u n 5 0 % . 
AJ retira«" el m e d i o q u e e u m e n i a A c t - D y e x p o n e r a c a d a l ínea Celular a 
P A I y P A I i-TNF p o r s e obsc^vO q u e l a sens ib i l i zac ión c o n A c l - O 
a u m e n t ó s i g a i D c a t / v a m e n t e e l efecto1» t a n t o p a r a ta P A I c o m o p a r a l a s 
c o m b i n r a o n c s e n l a s l incas ce lu la res d e fibroblastos, me lanocna y Ca . d e 
c í r v i x 
L a s l i n e a s ce lu l a re s d e C h a n g , co lon , bepatobJas iOma y adenoCA. d e cotcei 
p r e s e n t a r a ) u n a d i s m i n u c i ó n d e la v i ab i l idad ú n i c a m e n t e e n l a s 
c o m b i n a c i o n e s . 
p n iftg cé lu las d e a d e n o C a . de m a m a n o s e o h x t v a / M c a m b i o s impor t an t e s 
en la v i a b ú i d a d . 
3 J A 2 S r * f ¡ b i l i z a e i ó a p o r 2 4 h 
1 a e x p o s i u i ó n d e l o s l i n a s c d u l a x s a 1 Ug / m L d e A c t - D p o r 2 4 h p r o d u j o 
u n e f e c t o c r t o t ó x i c o s i g n i f i c a t i v a m e n t e m a y i w p a r a l a s U n a s c e l u l a r e s d e 
C h a n g , c o l o n , f i b r o b l a s t o s , m e l a n o m a y C a . d e c è r v i * . S ò l e m b a r g o n o s e 
o b s e r v a r o n d i f e r e n c i a s e n e l e f e c t o e n t r e l a e x p o s i c i ó n d e I h y 2 4 h 
h e p a t o b l a s t o m a y u l e n o C a . d e cofcirv 
S e o b s e r v ó u n d e c r e m e n t o d e l a v i a b i l i d a d e n l a s c o m b i n a c i o n e s d e 
P A I + T N F e n h l g ^ i o d e C b a n g , h e p s t o b t a s t o c n a y a d e n o C a . d e m a m a y 
m e n o s m a r c a d o p a r a fibroblastos, m e t a o c d n a y a d c n o C a . d e c o l o n . LAS 
c é l u l a s d e c o l o n y C a d e u é r v i x e * p u c * a a s a l a c o m b i n a c i ó n n o n u i d r a i r m 
d i f e r e n c i a s c o n l a s g e n s i b i l b a d a a c o i A c t - D p o r I h . L o s h i s t n g r a j n a * d e 
c a d a u n a d e l a s l í n e a s c e l u l a r e s e a u d i a d a s s e m u e s t r a n e n l a s f i g u r a s 1 3 a y 
1 3 b . 
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Células de 
AdenoCa. de colon 
Figura 13a 
Viabilidad de líneas celulares expuestas a PAl y PAl+TNF por 48h, sensibilización 
previa con Actinomicina D (l^g/mL) por lh* y 24h**. 
Prueba de MTT 
F i g u r a 13b 
V i a b i l i d a d d e l ineas c e l u l a r e s e x p u e s t a s a l ' A i y P A I - T N F po r 4 8 h . s e n s i b i l i z a c i ó n 
p r e v i a con A c t i n o m i c i n a D ( l p & ' m L ) po r I h - y 2 4 b — 
Prueba de M T i 
X ü fcfecto d e ta e x p o i l t l ó a d e la P A 1 e o a o Croe a i t i a c o p l i t k o i 
& 3 4 . 1 E x p o s i c i ó n a ta P A I • M i t o a l c i a a C 
L a s C 1 5 0 d e l a s l i n c a s c e l u l a r e s « p u e s t a s a M i l y 5 F U s e m u e s t r a n e n l a 
t a b l a 1 5 
[¿¿neo* c e A d o r e j 
M i t o r m c i o a 
Utó'mL 
5 F U 
uafa t l . 
I l i g a d » d e C t a n g 10.0 
l t e ra t r ib l s* tc«Da 1.25 1 2 4 * 9 
C o J o o SAO 5 0 0 0 
A d e o o C a . d e c o i c a 5 0 35 3 $ 
A d e o o C a . d e m a m a 5 0 5 0 0 0 
Tabla 15 
C A n c e m s a c i o n e s i n h i b i t o r i a s 5 0 % (C190) d e M i t o a r i c m * y S F l u o r m o a c í l o a d i f e r e n t e s 
l l o e a s c e l u l n e s d e a m n d u a l a p r u e b a d e M I T . 
F n l a figura 1 4 a e m u e s t r a l a v i a b i l i d a d d e S l i n e a s c e l u l a r e s e x p u e s t a s a 
P A I , M r t y c o m b i n a c i o n e s P A 1 + M U . P a r a e s t e e n s a y o s e u t i l i z a r o n l a s 
C 1 * 0 d e l a P A I y d e i s M i t a i c a d a l i n e a c e l u l a r . 
L a s c é l u l a s C h a n g y l a s c é l u l a s d e a d e n o C a d e m a m a e x p u e s t a s a la 
c o m b i n a c i ó n P A l - M i t n o p r e s e n t a r o n c i t o t o x i c i d a d . e n t a n t o q u e 
h e p a t o b l a s t o m a . c o l o n b e n i g n o y a d e n o C a d e c o l o n f u e r o n 
s i g n i f i c a t i v a m e n t e m á s s e n s i b l e s a la a c c i ó n d e l o s c o m p u e s t o s 
F i a o r a 14 
L incas c e l u l a r e s e x p u e s t a s a P A I . Mi t y c o m b i n a c i o n e s P A 1 *Mi t ( n g ' m L ) por 4 8 h 
3 . 3 . 6 . 2 E x p o s i c i ó n • P A I + 5 - f l u o r o u r a c i l o 
1.a figura 15 m u e s t r a la v i a b i l i d a d d e l a s l i n c a s c e l u l a r e s e x p u e s t a s a P A I . 
S F U y c o m b i n a c i o n e s P A 1 + 5 F U p o r 4 8 h L a s CISO p a r a a m b o s 
c o m p u e s t o s c a l c u l a d a s p o r e l m é t o d o d e E k w a l l f u e r o n u t i l i z a d a s p a r a 
e v a l u a r la a d m i n i s t r a c i ó n c o n j u n t a d e l o s c o m p u e s t o s . La r e s p u e s t a c e l u l a r 
a la c o m b i n a c i ó n P A I - - - 5 F U e n t o d a s l a s l i n c a s c e l u l a r e s f u e i g u a l q u e la 
o b s e r v a d a c o n la e x p o s i c i ó n d e s o l o u n o d e l o s a g e n t e s e n e s t u d i o 
'i 
cnanfl Hepatt» Colon AdanoCa AdenoCa 
Wasioma 0« Colon da Mama 
F i g u r a 1 5 
L ineas c e l u l a r e s e x p u e s t a s a P A I , 5 F U y c o m b i n a c i o n e s P A 1 + S F U ( p g ' m L ) por 4 8 h 
3.4 EVALUACIÓN CON SRB 
L a p r u e b a d e A N O V A r e a l z a d a p a r a e v a l u a r l a s i m i l i t u d e n t r e ^ « « i * » e x p u e s t a s 
a caa l a c o n c e n t r a c i ó n e n p a r t i c u l a r d e l o l o a e n l a a i i s r a a p l a c a y e n t r e l a s 
p l a c a s m o s t r ó e x t é r m i n o s g e n e r a l e s v a l o r e s d e p ( n i v e l e s d e s i g n i f i c a n c i a ) 
s u p e r i o r e s a ü 0 3 , c o n l o c u a l a c a s u m i ó s i m i l i t u d d e l o s t r a t a m i e n t o s . 
fteeto d e la e s p o s i e i ó a a PAj 
L a s c u r v a s d o s i v r e n p u e s c a o b t e n i d a s d e l a e x p o s i c i ó n d e l a s d i s t i n t a s 
l i n e a s c e l u l a r e s a l a P A l p o r 4 8 h y e v a l u a d a s c o n e4 m é t o d o d e S R B s e 
m u e s t r a n e n l a f i g u r a 1 6 , b l í n e a r o j a s o b r e c a d a c u r v a d o s i s - r e s p u e s t a 
Í n d i c a l a d o s i s q u e p r o d u j o d S 0 % d e l a i n h i b t c i ó o d e l c r e c i m i o i t a 
l a s c é l u l a s d e o r i g e n b o ^ i g o o ( h t g a d o , c o l o n y fibroblastos) p r e s e n t a r a » 
UD c r e c i m i e n t o c e r c a n o a l 1 0 0 % e n l a s p r n i a j a s c u a t r o d o s i s p r o b a d a * 
( 0 . 0 7 - 0 6 p g A n L ) » p o s t e r i o r m e n t e s e p r c a o i t ó u n d e c a e c n e n O ) p r o g r e s i v o 
e n f u n c i ó n d e l a d o s i s , e n o o n t r ú n d o a e e l 5 0 % d e l a i n h i b i c i ó n d e l 
c r e c i m i e n t o e n t r e 3 y I O p g / m L ( d o s i s 7 y 8 ) , m i e n t r a s q u e o í l o s c é l u l a s 
n e o p l á s t c a s d e h í g a d o y c o l o n s e o b s e r v ó c o o O . ó p g / m L ( d o s » 4 ) . P a n C a . 
d e c é r v i x y m c U m o m a b i n h i b i c i ó n d e l c r c c á m e n s o e o eá 5 0 % d e b 
p o b l a c i ó n s e o b t u v o c o n l a s d o s i s d e 1 2 5 y 2 5 p g / e t L ( d o s i s 5 y 6> 
r e s p e c t i v u r n e m e . 
R) c r e c i m i e n t o d e las c é l u l a s d e a d t m n C a d e m a m a d i s m i n u y ó d e i i n i n ^ n 
l e n t a ; l a i n h i b i c i ó n d e l 5 0 % a e p r o d u j o c o n l a d o s i s d e ] 0 | i g / m L ( d o s i s ft). 
P o r o t ra p a r t e , h e p a t o m a , h e p a t o b l a s t o m a . a d e n o C a . d e c o l o n y 
fibroblastos p r e s e n t a r o n t r a s la e x p o s i c i ó n a la d o s i s m a s a l t a d e P A I 
e s t u d i a d a ( 4 0 p g / m L ) le ta l idad del 5 0 % 
F i g u r a 16 
Curvas dosis- respuesta d e l íneas celulares expues tas a PAI p o r 48h 
l*iuctia d e S R B 
C o n l o s v a l o r e s o b t e n i d o s s e d e t e r m i n ó l a i n h i b i c i ó n d e c r e c i m i e n t o t o t a l 
( T G I ) , l a i n h i b i c i ó o d e c r e c n n i e a o 5 0 % ( O I 5 0 ) y d o s i s l e t a l 5 0 % ( L C S O J , 
l o s c u a l e s s e m u e s t r a n « a l a t a b l a 1 6 . 
T a b l a 1 6 
I n h i b i c i ó n total de ) c * e c i m i e * * o < T U l ) , iah ib tcéón d e l c s e c i m i e n t o S U % ( < i l $ 0 ) y 
e o o c t s b a c t ó a teíal 5 0 % (T-Csfl) d e l i n c a s c e l u l a r e s e x p u e s t a s e P o o s o a n m i c i n a A l p o r 
4 & L 
h u c t a i i e Ü t F f 
j 
3 . 4 . 2 E f e c t o d e la e x p m i r i ó n a T N F 
l a m a y o r í a d e l as l i n c a s c e l u l a r e s p r e s e n t a r o n u n a b a j a s e n s i b i l i d a d a l 
T N F c o n e x c e p c i ó n d e a d e n o C a . d e m a m a , e l cua l m o s t r ó p o r c e n t a j e s d e 
c r e c i m i e n t o del 5 0 % c o n 10 y 1 6 0 n g / m L del T N F P a r a e l c a s o p a r t i c u l a r 
d e fibroblastos la p r o l i f e r a c i ó n c e l u l a r s e i n c r e m e n t ó d e m a n e r a d o s i s 
d e p e n d i e n t e , l o c u a l c o i n c i d e c o n e l reporte d e o t r o s g r u p o s d e 
i n v e s t i g a d o r e s <S2_M» I - o s r e s u l t a d o s s e e x p r e s a n e n f o r m a g r á f i c a e n la 
figura 1 7 
o s io ieo 
n 
" T ' - o ^ 
Curvas dosis- respuesta d e I 
F i g u r a 17 
ce lu la res expues tas a 1 .5 . 10 y 160 ng-mL de T N F 
por 4Rh 
Prueba de SRB 
3 . 4 . 3 t f t c l o «le k « d o k a i i ( n c i ¿ a c o m b í a a d * d e l a r A l + T N I ' 
El e f e c t o de la combinac ión P A I + 5 F U « h r e las c é l u l a s d e b i g a d o de 
C h a n g , c o l o n y a d e n o C a d e o l o » n o ftie m a y n r q u e e l o b s e r v a d o c o n l a 
a d m i n i s t r a c i ó n d é l a P A l c a n t o s e ¡mientra en los figuras I f t a y l&b. 
R n l a figura 18c ae p u e d e o b a e s w q u e p a r a I«*» fíhrnhfcGtre* l a 
admin i s t r ac ión c o n j u n t a de l T N F y 2 Sjjg/knL d e P A l p r e s e n t ó u n e f e c t o 
pos i t ivo s o b r e el ¿ r e c o n t e n t o ce lu la r , y a q u e l a s c u a t r o c o m b i n a c i o n e s 
¡we-sentaron va lores p a r a r r iba de l 8 0 % , m i e n t r a s q u e la a d m i n i s t r a c i ó n d e 
b í H & ' m L d e P A l j u n t o c o n las d t s b n t a s c a o c o i b a c i o n e s d e T N F 
d i s m i n u y ó l a p ro l i f e rac ión ce lu la r b a s t a u n 2 5 % . 
P a r a l a s c é l u l a s o e o p t e i c ® d e b t g a d o { J i e p a í o b t m t a y h c p o t o m a X 
m e l a o o m a , a d c a o C a . d e m a m a y C a d e cérvúc s e o b s e r v ó u n n o t a b l e 
d e c r c m e n t o ee lu la i c o a las d u s t s 10 y 1 6 0 n g / m L d e T N F y la d o s i s m á s 
al ta d e P A l u t i l izada <© c a d a l inea , e f l a c o n d i c i ó o s e o b s e r v ó m á s m a r c a d a 
en l a s c a u l a s de a d e n o C a d e m a m a y C a . d e córvcx y a q u e la ¿»hib ie tóa 
ce lu la r f u e m a y e al 7 0 % 
C é l u l a s d e 
í í e o 5 ñ ° 0 2 g 
F i g u r a 1 8 a 
Crec imien to de l ineas celulares expues tas u PA I . T N F y combinac iones PAI • T N F por 
4 8 h 
P r u e b a d e S R B 
1 9 0 
C d u l a s d e 
A d e n o C a d e c o l o n 
o — to o 
S s s * s ï 
2 g : T 2 ? 
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• • mn 
M 
A d e n o C a . d e rnanu i 
S i - - ¿ i 
F i s u r a 18b 
C r e c i m i e n t o de l incas c e l u l a r e s e x p u e s t a s u P A I . T N F y c o m b i n a c i o n e s P A I - T N F por 
•18h 
P r u e b a d e S K B 
7 5 -
5 0 -
# 2 5 
C d u l a s de 
S S 
I 1 
- - e g 
s s - ; 
Células de C a 
de cervix 
m o 
¡ I » ¡ S â â â s 
F i g u r » 18c 
C r e c i m i e n t o d e l i neas ce lu la re s e x p u e s t a s a PA I , I~NF y c o m b i n a c i o n e s P A I - T N F por 
4 8 h 
Prueba de SRB 
3 . 4 . 4 E f e d o d d p r M r a t a u l e i t t t o o A c t f a e o a l e i a e D 
E n l a s figuras 19a y 19b s e m u e s t r a n t o s h i s t o g r a m a s J e l a s l i n e a s c e l u l a r e s 
s e n s i b i l i a d a s ccm Ac t -D p o r 1 y 2 4 b y e x p u e s t a s p o s t e n u r m e n i e a T a i y 
P A 1 + T N F p o r 4 é h . 
L a e x p o s i c i ó n A c t - D p r n d u j g e n i n d a s l a s l i n e a s e s t u d i a d a s l i n a 
d i ? n i o u v ) ó n de l c r e o o m e n t o 
3 . ^ 4 . 1 Ssaa lb i f t iac ióH por l h . 
L a s c é l u l a s d e b i g a d o d e C h s n g , K g w m h i a g n i M , c o l o o y a d c r a C a . d e 
c o l o n sen si bd c a d a s p o r I b c o n A d - D y expues ta* a P A 1 p o r 4 8 b n o 
p r a e n t a r o o dtici B i c i a s c o n l a s c é l u l a s e x p u e d a s a P A I t i n s ens ib i l i z ac ión 
p r e v i a c o n A i i - D . E n lo q u e s e refiere al A d e n n C a . d e m a m y OJL d e 
e é r v i x en tas mos t ra ron u n a l igera d i s m m u c i ó n de) c r e c i m i e n u i , o t « a m b t o 
m e l a n o m a y f ib roblas tos p resen ta ron u n d e c r c m e n t o m a y o r a l 5044. 
P a r a el c a s o d e l a s c o m b i n a c i o n e s PA1+-TNF, l a sens tb i l i2ac tón o o n A c s - D 
favoreció l a inh ib ic ión dcá c r ec imien to e n t o d a s las l i n e a s ce lu l a re s c o n 
e x c e p c i ó n d e a d c o o C a d e m a m a 
U 4 4 S c a s i b t l i z n d ó « p o r 2 4 h . 
E l p rc t r a t amien tn c o n A c í - D p o r u n pe r iodo d e 2 4 h d i s m i n u y ó e n u n S 0 % 
o m á s la t a sa d e c r ec imien to en t odas las Lincas « b u l a r e s e x p u e s t a s a P A I 
c o o a c e p c i ó n d e hcpa tnMas t ro ia . Tío el c a s o d e las l i n e a s c e l u l a r e s d e 
c o l o n ( b e n i g n o y a d c a o C a d e c o l o n ) s e o b s e r v ó u n a reduccióo de l 
c r e c i m i e n t o de l 6 0 % , a i t an to q u e el r e s t o d e las c é l u l a s p r e s e n t a r o n u n a 
d i s m i n u c i ó n msycv o igual d d 7 0 % c o n respecto a l a s c é l u l a s o o 
a e n s i b d i T a d a s . 
F i g u r a 19a 
C r e c i m i e n t o d e l incas ce lu la re s e x p u e s t a s a PA I y PA I - T N F por -48h. 
sens ib i l i zac ión p rev i a c o n A c t - D ( I p ^ m L ) por Ih* y 2 4 h — 
Prueba de SRB 
F i g u r a 19b 
C r e c i m i e n t o d e l i ncas ce lu la re s expues tas a P A I y P A I + T N F por 4 8 h . 
sens ib i l i zac ión previa con Act -D ( 1 u f t m L ) por I h - y 2 4 h " . 
P r u e b a d e S R B 
3 . 4 . 5 E f e c t o d e la e x p o s i c i ó n d e la P \ | c o n o í r o s a n t i n e o p l i s i c o s 
3 . 4 . 5 . 1 E x p o s i c i ó n a P A I + M i t o m k i n a C 
L a s d o s i s d e P A I y M u e m p i c a d a s e n l a s c o m b i n a c i o n e s f u e r o n a q u e l l a s 
q u e a d m i n i s t r a d a s i n d i v i d u a l m e n t e p r o d u j e r o n u n a i n h i b i c i ó n de l 
c r e c i m i e n t o c e r c a n o a l 5 0 % . 
L a a d m i n i s t r a c i ó n c o n j u n t a d e los a g e n t e s p r o d u j o e n l a s c é l u l a s d e c o l o n , 
a d e n o C a d e c o l o n y h e p a t o b l a s t o m a u n a d i s m i n u c i ó n de l c r e c i m i e n t o 
m a y o r d e l 7 0 % : e n t a n t o q u e las c é l u l a s d e h í g a d o d e C h a n g y a d e n o C a d e 
m a m a p r e s e n t a r o n t a s a s d e c r e c i m i e n t o i g u a l e s q u e e l o b s e r v a d o c o n la 
e x p o s i c i ó n ú n i c a d e a l g u n o d e los a g e n t e s . L n la f i g u r a 2 0 s e m u e s r a n los 
h i s t o g r a m a s d e C3da u n a d e l a s l i n e a s c e l u l a r e s e s t u d i a d a s . 
F i g u r a 2 0 
L ineas c e l u l a i e s e x p u e s t a s a P A I . Mi t y P A I - M i t ( n g / m L ) por 4 8 h 
P n i e h a d e S R B 
3 . 4 . 5 . 2 E x p o s i c i ó n a la P A 1 + 5 - f l u o r o u r a c i l o 
IAS d o s i s de P A I y 5FIJ e m p l e a d a s e n las c o m b i n a c i o n e s f u e r o n aquella?, que 
a d m i n i s t r a d a s i n d i v i d u a l m e n l c inh ib ic ión e l c r e c i m i e n t o de l 5 0 % de la 
p o b l a c i ó n Asi m i s m o la c o m b i n a c i ó n de e s t o s a g e n t e s n o p r o d u j o d e c r e m e n t o 
s ign i f i ca t ivo en n inguna de las l i neas ce lu la re s e s t u d i a d a s IJ» r e p r e s e n t a c i ó n 
g rá f i ca de los r e su l t ados se m u e s t r a e n la figura 21 
F i g u r a 21 
L ineas ce lu la re s e x p u e s t a s a P A L S F U y P A I + 5 F U ( p g t a L ) por 4 8 h 
Prueba de SRB 
3.5 ANÁLISIS D E LA INTERACCIÓN 
Con la finalidad de verificar la normalidad de los datos obtenidos se empleó la 
prueba Kolmogorov-Smirnov (K-S) (42) y una prueba de Cochran para comparar 
las varianzas. El análisis de la prueba K-S indicó que los valores obtenidos de las 
líneas celulares expuestas al o los agentes en las diversas concentraciones 
presentaron niveles de significancia mayores de 0.05 (valor requerido para no 
rechazar la hipótesis de normalidad) y también niveles de significancia superiores 
a 0.05 (para la prueba de varianza), con lo cual se asumió normalidad e igualdad 
de varianzas. La normalidad de los datos permitió la aplicación de la estadística 
convencional (paramétrica). 
3.5.1 Combinación PA1+TNF 
En la figura 22 se muestran los resultados de las líneas celulares expuestas 
a la combinación PA1+TNF por 48h, en ellas se compara la viabilidad 
observada versus la viabilidad esperada (según el método de Berenbaum). 
Al analizar las líneas celulares de Hígado de Chang, colon, fibroblastos, 
adenoCa. de colon y melanoma no se observaron diferencias 
estadísticamente significativas entre la viabilidad observada y la viabilidad 
esperada; se determinaron también los índices de combinación (tabla 17) y 
se observó que las líneas celulares mencionadas presentaron valores 
iguales a 1 con lo cual se asumió interacción tipo cero o sumación de los 
agentes en estudio. 
I n c o n t r a s t e , l a s l i n c a s c e l u l a r e s d e h e p a t o m a , h e p a t o b l a s t o m a , a d e r ì o C a 
d e m a m a y C a d e c e r v i x p r e s e n t a r o n d i f e r e n c i a s e s t a d í s t i c a m e n t e 
s i g n i f i c a t i v a s ( p < 0 . 0 5 ) . c i n d i c e s d e c o m b i n a c i ó n ( t a b l a 1 7 ) . e n t r e 0 3 5 y 
0 . 7 4 . l o q u e i n d i c a s e g ú n la t a b l a d e r a n g o s d e B e r e n b a u m <•> y C h o u .43.44» 
q u e s e t r a t a d e u n a i n t e r a c c i ó n d e n a t u r a l e z a p o s i t i v a o s i n è r g i c a 
F i g u r a 22 
C o m p a r a c i ó n e n t r e la v iab i l idad o b s e r v a d a ve r sus la v iab i l idad e spe rada d e lir 
c e l u l a r e s e x p u e s t a s a PA I - T N F (Prueba d« MTT) 
• E f e o o significativamente mayor que el efecto esperado (p<O.OS) 
HI = Hígado de Chang. H2 = Hepatoma. G 2 = Hepatoblastoma. C o = Colon. L o = A d c n u C » de 
colon. Fi = Fibroblastos. Ma = AdenoCa. de mama. M e = Melanoma y C e = C a de cervi* 
i Linea cehdaj{ 
C o m b i n a c i ó n 
t s u e f e d o 
P A l + ' J T J F 
I C 1 
B e r e o b a o n | 
| A d e n o C a . d e m a m a 5 + 5 
I I l c ^ a l o m a 0 . 3 + 5 t J W t t \ 
i I l e p H t o b t a s o m a 0 . 2 + lr*> 9 . 5 0 8 4 | 
S Ca_ d e c é r v o c 1 ZS + 1 9 . 7 4 8 5 \ 
i H í g a d o d e c h a n g 1 0 + S 1 0 0 0 0 j 
1 C o t o n 1 0 + 5 1 . 0 0 0 0 i 
| F i b r o b l a a t m 5 + 1 1 0 0 0 0 \ 
| A d e n o C a . d e c o l o n 0 . 6 + 5 t . 0 1 6 6 | 
s M e l a n o m a 2 S + 1 
•••.riW.MVM JV-V. W- ' 
1 0 2 0 5 \ 
'.- m w w . ' . v i ' w w l 
TaWa 1? 
i nd ices d e «cmbinacaáa d e Hj seas celulares e û m e s a a a a F A I + T N F . 
Ï C > 1 . 1 0 
t e entre 0.90 y 1.10 
J C < 0 . 9 © 
Antagonismo 
S u m a c i o n 
P o t e n c i a c i ó n 
3 . 5 . 2 E x p o s i c i ó n a P A I 
3 . 5 . 2 . 1 S e n s i b i l i z a c i ó n p r e v i a c o n A c t - D p o r I h 
L a figura 2 3 a m u e s t r a l a s l i n e a s c e l u l a r e s e x p u e s t a s a P A I p o r 4 8 h 
p r e v i a m e n t e s e n s i b i l i z a d a s c o n A c t - D p o r I h . e n e l l a s s e c o m p a r a la 
v i a b i l i d a d o b s e r v a d a v e r s u s la v i a b i l i d a d e s p e r a d a . 
0 2 I CO 1 ' LO ' Fl 
F i g u r a 2 3 a 
C o m p a r a c i ó n e n t r e la v i ab i l i dad o b s e r v a d a ve r sus la v i ab i l i dad e spe rada d e l i neas 
c e l u l a r e s e x p u e s t a s a P A I p r e v i a m e n t e sens ib i l i zadas c o n A c t - D por I h 
* h facto s i g n i f i c a t i v a m e n t e m n > o r al e f e c t o e s p e t a d o ( p < 0 . 0 5 ) 
* E f e c t o >igni fi va l i v o m e n t e m e n o * al e f e c t o e s p e r a d o l p < 0 . 0 5 ) 
H I = H í g a d o d e C l i ang . G 2 - H c p a l o b l a i l o m a . C o - < o l o n , I o - A d e n o C a . d e c o l o n . 
F i = F ib rob l a s to* . M a - A d e n o C a d e m a m a . M e - M e l a n o m a y C e - C a . d e c e r v i * . 
L a s l i n e a s c e l u l a r e s d e h í g a d o d e C h a n g . h e p a t o b l a s t o m a . c o l o n . a d e n o C a 
d e c o l o n y a d e n o C a d e m a m a p r e s e n t a r o n u n e f e c t o e s t a d í s t i c a m e n t e 
m e n o r a l e s p e r a d o , lo c u a l i n d i c ó u n a i n t e r a c c i ó n n e g a t i v a o a n t a g ó n i c a 
e n t r e los c o m p u e s t o s . 
Melanoma y Ca. de cérvix no mostraron diferencias, con lo cual se infiere 
una interacción de tipo cero. En contraste, los fibroblastos presentaron un 
efecto estadísticamente mayor que el efecto esperado lo que indicó una 
interacción sinèrgica. 
3.5.2.2 Sensibilización previa con Act-D por 24h 
En la figura 23b las células neoplásicas de hepatoblastoma y adenoCa. de 
colon presentaron un efecto estadísticamente menor que el esperado por lo 
que se asume una interacción negativa, por el contrario las células de 
adenoCa. de mama presentaron una interacción sinèrgica. El resto de las 
líneas celulares estudiadas presentan interacción de tipo cero o sumación. 
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Figura 23b 
Comparación entre la viabilidad observada versus la viabilidad esperada de líneas 
celulares expuestas a PA1 previamente sensibilizadas con Act-D por 24h. 
* Efecto significativamente mayor al efecto esperado (p<0.05) 
* Efecto significativamente menor al efecto esperado (p<0.05) 
Hl = Hígado de Chang, G2 = Hepatoblastoma, Co = Colon, Lo = AdenoCa. de colon, 
Fi = Fibroblastos, Ma = AdenoCa. de mama, Me = Melanoma y Ce = Ca. de cérvix. 
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Figura 13a 
Viabilidad de líneas celulares expuestas a PAl y PAl+TNF por 48h, sensibilización 
previa con Actinomicina D (l^g/mL) por lh* y 24h**. 
Prueba de MTT 
3 . 5 J E x p o s i c i ó n 11 P A l + T N F 
3 . 5 . 3 . 1 S e n s i b i l i z a c i ó n c o n A c t - D p o r I h 
H n la figura 2 4 a s e o b s e r v a q u e la s e n s i b i l i z a c i ó n c o n A c t - D f a v o r e c i ó e l 
e f e c t o c i t o l o v i c o d e l I"NF, y a q u e p r o d u j o e n l a s l i n c a s c e l u l a r e s d e h í g a d o 
d e C h a n g , c o l o n , fibroblastos, m e l a n o m a y C a d e c é r v i x u n a u m e n t o de l 
d a ñ o e s t a d í s t i c a m e n t e s i g n i f i c a t i v o ( f i g u r a 2 4 a ) , c o n lo q u e s e a s u m e u n a 
i n t e r a c c i ó n s i n è r g i c a El e f e c t o o b s e r v a d o e n h c p a t o b l a s t o m a y a d e n o C a 
d e c o l o n f u e s i m i l n r al e f e c t o e s p e r a d o p o r l o q u e s e a s u m e u n a i n t e r a c c i ó n 
c l a s e c e t o y a d e n o C a d e m a m a p r e s e n t o u n a i n t e r a c c i ó n n e g a t i v a o 
a n t a g ó n i c a 
I O O T — 
7 5 - I i [ ; ; i 
¡ 
! i 1 i m A 
• 1 f 1 1 1" 
. a . ^ - A 
• w . a fl. i f i i i i fe i J 
P 1 1 » 1 1 I I I i l i n ¡ a 
M I 1 ! ¡ o a l ' c o ' L O I F I 
i r Ma 
ffl E t o e K o b x r v * » H Efecto esperado 
K i g a r a 2 4 a 
C o m p a r a c i ó n e n t r e la v iab i l idad o b s e r v a d a v e r s u s la viubi l idod e s p e r a d a de l i ncas 
c e l u l a r e s e x p u e s t a s a P A 1 + T N F p r e v i a m e n t e sens ib i l i zadas con A c t - D p o r Ih 
• l í f « t o siguí fi can v amente mayor al efecto esperado (p<0.05) 
• Efecto significativamente menor al efecto esperado (p<O.OS) 
H1 = Hígado de Chsng. G2 = Hepaioblastoma. Co - Colon. L o = A d e n o C a de colon. 
Fr- l ib .ob ls . lov Ma- AdenoCa de mama. M e - Melanoma y C e - Ca. de cérvr« 
3 . 5 3 . 2 S e n s i b i l i z a c i ó n c o n A c l - D p o r 2 4 h 
t -n la f i g u r a 2 4 b s e a p r e c i a q u e t o d a s l a s l i n e a s c e l u l a r e s p r e s e n t a r o n 
i n t e r a c c i ó n s i n é r g i c a a e x c e p c i ó n d e m e l a n o m a y C a . d e c e r r ó . l a s c u a l e s 
m o s t r a r o n s u m a c i ó n 
F i g u r a 2 4 b 
C o m p a r a c i ó n e n t r e la v iab i l idad o b s e r v a d a ve r sus la v i ab i l i dad e spe rada d e l ineas 
c e l u l a r e s e x p u e s t a s a P A I * T N F p r e v i a m e n t e sens ib i l i zadas c o n A c t - D p o r 2 4 h 
* F f e c t o o b s e r v a d o s i g n i f i c a t i v a m e n t e m a y o r a l e f e c t o e s p e r a d o ( p < 0 . 0 5 ) 
HI - Hígado de Chang. 0 2 - Hepaioblasioma. C o = Colon. Lo • AdenoCa de colon. 
F i " Fibroblastas, V t . - A d a w T a . de mama. M e Mdano tna y C e - C a de cervix 
3 - 5 - 4 E x p o s i c i ó n a P A l + M i t 
C u a n d o se c o m p a r ó la v i a b i l i d a d o b s e r v a d a v e r s u s la v i a b i l i d a d e s p e r a d a , 
d e l a s l i n e a s c e l u l a r e s e x p u e s t a s a e s t a c o m b i n a c i ó n , s e o b s e r v ó q u e t o d a s 
l a s l i n c a s c e l u l a r e s p r e s e n t a r o n d i f e r e n c i a s e s t a d í s t i c a m e n t e s i g n i f i c a t i v a s 
ul c o m p a r a r s e c o n la v i a b i l i d a d e s p e r a d a I . a s c é l u l a s d e h i g a d o d e C h a n g 
y a d e n o C u . d e m a m a m o s t r a r o n u n d a ñ o m e n o r q u e e l e s p e r a d o , l o q u e 
i n d i c ó u n a i n t e r a c c i ó n n e g a t i v a d e l o s c o m p u e s t o s , m i e n t r a s q u e e n e l r e s t o 
d e l a s l i n c a s c e l u l a r e s e l d a ñ o o b s e r v a d o f u e m a y o r q u e e l e s p e r a d o , lo 
c u a l h a b l a d e u n a i n t e r a c c i ó n s i n é r g i c a E s t o s r e s u l t a d o s s e m u e s t r a n e n la 
f i g u r a 2 5 . 
1DG — 




n i * i 4» * r j 
i l i i 
L - -Ú 1 . . . 
\ | 
I I i i l 1 1 ± u 
Efecto osperaúo 
F i g u r a 2 5 
C o m p a r a c i ó n e n t r e la v i ab i l i dad o b s e r v a d a v e r s u s la v i ab i l i dad e s p e r a d a d e l ineas 
c e l u l a r e s e x p u e s t a s a P A I • Mi t p o r 4 8 h 
Piueb* á r MTT 
* fcfecto s i g n i f i c a t i v a m e n t e m a y o r a l e f e c t o e s p e r a d o ( p < 0 . 0 5 ) 
• E f e c t o s i g n i f i c a t i v a m e n t e m e n o r al e t t x t o e s p e r a d o ( p < 0 . 0 5 ) 
111= hígado de 02 C o = colon. L o - adenoCa de 
a. de iiuu i i a 
3.5.5 Exposición a PA1+5FU 
En la figura 26 se observa que las líneas celulares expuestas a esta 
combinación presentaron una interacción de naturaleza antagónica, la 
viabilidad en todos los casos se mantuvo cercana al 50%; la cual fue 
significativamente mayor a la viabilidad esperada. 
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Figura 26 
Comparación entre la viabilidad observada versus la viabilidad esperada de líneas 
celulares expuestas a PA1+5FU por 48h. 
Prueba de M T T 
* Efecto observado significativamente menor al efecto esperado p<0.05 
Hl = Hígado de Chang, G2 = Hepatoblastoma, Co = Colon, Lo = AdenoCa. de colon, 
y Me = Melanoma. 
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e l e c t o t ó x i c o d e l o lo» c i i m p u f l ú s y d e b i e r a n t e n e r c o r r e l a c i ó n 
A l r e a l i z a r l a c o m p a r a c i ó n a t U e l a s C T S C r e p o r t a d a s p o r P i r t c y r o y c o i s . <•«) 
y l a s C 1 5 0 d e t e r m i n a d o s e n e s t e e s t u d i o s e e n c o n t r a r o n d i f e r e n c i a s e o l a s 
c o n c e n t r a c i o n e s q u e p r o d u c e n l a s C T 3 0 y l a s C 1 5 0 . E s t a d i s c r e p a n c i a 
p u d i e r a e x p l i c a r l o , y a q u e a t ravfes d e tos a f t a s l o s p r o c e s o s d e s e p a r a c i ó n y 
l a t é c n i c a c m p l t a i d a p a r a e ) a i s l a m i e n t o d e l a T - 5 1 4 f u e r a n m o d i f i c á n d o s e , 
l o q u e d i o c o m o r e s u l t a d o l a t d e o Q f t c o c t ó n d e o u e v o s i s ó m e r o s c o n p e s o 
m o l e c a j | a r s i m ú s ( 5 l 4 X e s t e a v a o c c p e r m i t i ó e i m e j o r a m i e n t o c u d p r o c e s o 
d e p u r i f i c a c i ó n d e l c o m p u e s t o fw». L a d i f e r e n c i a a i l a a c b v i d a d b i o l ó g i c a 
h a c e s u p o n e r q u e e n e l e s t u d i o d e P i f i c y r o y c o i s < m p u d i e r a n h a b e r 
p a r t i c i p a d o d o s o m ¿ s c o m p u e s t o s c o n e l m i s m o p e s o m o l e c u l a r A p e s a r d e 
l o a n t e n o r i o e n t e m e n c i o n a n , l a P A f m a n t i e n e l a t o x i c i d a d s e l e c t i v a h a c i a 
e s t o s l e j i d u a e c o u n a J t o I n d i c e t e r a p é u t i c o c o m o t a m b i é n f u e d e m o s t r a d o 
p o r P i f i c y r o y c o i s . t)2) 
4J2 E f é c » M W M b n d s t i K M U s e « « « l « l i m 
h a c a s e c l u t a r c * e x p u e s t a s a l T N F o o presetiÉaj'on d a i k t a loa dos i* 
e m p l e a d « a i e s t e e A j d i o , a e x c e p c i ó n d e a d e n e C a . d e m a m á q u e m o s t r ó 
i n h i b i c i ó n de) c r c c i m i e t i i o a p a r t i r d e l a d o s i s d a l n g / m L , e*tfos d a l o s 
c o i n c i d e n c o n l o s I ^ H J I U » d e F o n n y c o i s , y H i l l y co i s , p s r a l a s l i n e a s 
n e o p l á s i c a » d e h í g a d o y m a m a q u i e n e s e n c o n t r a r o n i n h i b i c i ó n d e l 
o c c i r n l e n t o c o n l a s m i s m a s d o s i s 
F j i e l e a s o d e lo« fibroblasto« (I - 9 2 4 ) . c é l u l a s p r c f c r c n t c m e t i t e e m p l e a d a s 
p a r a e v a l u a r la ac t iv idad de l T N F , s e o b s e r v o t n unaq i iq i i»» e o l a d e n s i d a d 
c e l u l a r c o n l a s doma d e 10 y 160 ngAnL. 
P o r o t ra p a n e , l a s l o v e s t i g a c i o o c s r e a l i z a d a s p o r K i r s t c n y co i s , e n r e f e r e n c i a 
a e s t a l inea ech i la r , i n d k a n q u e d T N F s e v u e l v e c r t o t ó x k o d e s p u é s d e q u e 
l a s cé lu las a l o m a n u n a d e n s i d a d d e Maturación, d d a ñ o in ic ia m u n eftectn 
p immft t i f f t s e g u i d o d e a c t i v i d a d c i t o t ó u c a q u e d c a t o c a d e o n « t o l i s i s c*9l E a 
n u e s t r o e s t u d i o , e n c o n t r a m o s q u e c o n Ja c a n t i d a d d e c é l u l a s ( 5 * 10* 
c é l u l a s / m i . ) y c o n h c m n e » e x p e r u n e o t a l e a e r o p l e a d M 1)0 s e o b s e r v ó lo 
a n t e r t o n n e o t e descr i to . 
4 3 C o m b i a a d M P A I f T N P 
ESI e f e c t o c i t o t ó x i c o d e l a c o m b i n a c i ó n P A 1 + T N F f u e c l a r a m e n t e 
e v i d e n c i a d o e n t o d a s l a s M O C A S c e l u l a r e s a e x c e p c i ó n d e l a s c é l u l a s 
n c o p l á s i c a s d e adcs toCa. d e c o l o n en l a s c u a l e s s e o h a e r v ó p e r m a n e n c i a d e 
l a a c t i v i d a d c e l u l a r t r a s l a p r o l o n g a c i ó n de l c u l t i v o p o r 7 2 h . E s t a 
< r t » « r v * » ú f i i n d i c ó u n e f e c t o c r t n s t á o c o , A u n q u e n o e s c l s m s í e l I T í F t i e n e 
U M a c t i v i d a d c i t v s t á a í c a d i f e r e n t e d e l e a c t i v i d a d c i t n t ó x i c a . E l e f e c t o 
c r t o s t á a c o d d T N F p u e d e s i m p l e m e n t e r e f l e j a r l a s e n s i b i l i d a d v a r i a b l e d e 
d i f e r e n t e s l i n c a s c e l u l a r e s p<n. 
E n t r e l o s m e e s n i o n u a d e c [ t o x i c i d a d d e s c r i t o s p a r a T N F I c e g r u p o s d e 
S u g a r m a n y T s u j i r u o t o isi ,S2> refieren q u e l a respuesta a l d a f t o n o s o d e b e a 
d i f e r e a K a a s e n d n ú m e r o o t i p o d e receptora d e s u p e r f i c i e . W a l l a c h y c o i s . » 
y K i r s t e i n y c o i s . p o r s u p a r t e i n d i c a n q u e l a a d i f e r o t c i a s e n 
s e n s i b i l i d a d r e f l e j a n l a p r e s e n c i a d e p r o t e í n a s p r o t e c t o r a s q u e s o o 
e x p r e s a d a s e n l a s c é l u l a s r e s i s t e n t e s y s o n d e f i c i e n t e s e n l a s c é l u l a s 
s e n s i b l e s . E s t u d i o s p o s t e r i o r e s p u b l i c a d o s p o r W o n g y c o i s , s u g i e r e n q u e l a 
a i a n g a n c s o s u p e r ó x i d o d i s r e i n u t a s a ( M n ü f M J ) a c t ú a c o m o p r o t e l n s 
p r o t e c t o r « , b a j o l a h i p ó t e s i s d e q u e l o s r a d i c a l e s s u p e r ó * i d o g e n e r a d o s 
m i t o c o n d r i a l m e n l e s o o c o m p o c r a t c s c l a v e e e l a m u e r t e c e l u l a r m e d i a d * p o r 
e l T N F , e s t a e n z i m a i s t a l i ? » a l a s o d i c n l c » n p t r ó f l u d o (« jx 
b a l a K t a t t i f i c e c t ó a d e l t i p o d e i n t e r a c c i ó n o ^ t o l o s a g e n t e s s e d e t e r m i n o l a 
c o t n b i r a i c i O a q « p r o d u j o « l a ñ o e n e l S 0 % d e l a p o b l a c i ó n c e l u l a r . E s t a 
c o m b i n a c i ó n s e c o n o c e c o n d n o m b r e d e c o n i b i n a c i ó n - B o c f e c t o ( l a b i a 17X 
r > e a c u e r d o c o n I o n c r i t e r i o * o n p l c a d m p a r a d e f i n i r e l t i p o d e i n t e r a c c i ó n 
(vtebees Je comhutución y efectu multiplicativo) s e o b s e r v ó q u e l a 
c o m b i n a c i ó n P A 1 + T N F m o s t r ó i n t e r a c c i ó n p o s i t r v a o p o t e n c i a c i ó n l a 
c é l u l a s d e f t c p s h i m a . b e p a f o b l a s t o m a » a d c n o C a . d e m a m a y Í A d e o c r v r x 
p r e s e n t a r o n 
L a c o m b i n a c i ó n P A I + T N F s o b r e e r t a s l i n e a * c e l u l a r e s a d o n á s d e p r e s e r v a r 
p o t e n c i a c i ó n e n l a c o m b i n a c e ó n - i s o e f c c t o t a m b i é n l o p r e s e n t a r t e a i v t r a 
e o m b i n a c t o o c s . 
T o d a s l a s c o m b i n a c i o n e s p r o b a d a s s o b r e l a s c é í i d a s d a a d e o o C a . d a m a m a y 
C a . d e CÉI *LK m o s t r a r o n UD e f e c t o c i t o t ó x i c o s u b s t a n c i a l e n t o d a s l a s 
c u m b i o a c M o e s . e n t a n t o q u e l a s « ú l u l a s d e b c p a t o m a p i caca l i a r o n c « t u e f e c t o 
t a s c o m b i n a c i o n e s c o a T N h d e 5 , 1 0 y 1 6 0 n g r t n l , y e n h c f s s i o b l a s t o m a 
s o l o o c u r r i ó c o n l a s d o s i s m ¿ s a l t a s d e l T N F . 
F u r e l c»»rr t rano, a i l a s l i n e a n c t h i l a r o d e m e l a n o m a y fibroblastos n o s e 
o b s e r v ó I n t e r a c c i ó n c o r r e l o s a g e n t e s d e l a c o m b i n a c i ó n q u e p r o d u j o e l 
¿ s o c & c t o S m o n b a r g o ' a s c o m b i n a c i o n e s c o n l a s d o s ( 3 m á s a l t a s d e P A J y 
1 6 0 n g / m L d e T N F p r e s e n t a r o n p o t e o c i a c i A f i R n r e f e r e n c i a a e s t o s 
a b a e r v o c k o a e s R e v e n b a i u n m e n c i o n a q u e l a d i r e c c i ó n d e u n a í n l e r a c c i Ó Q 
e n t r a d o s a g e n t e s n o e s n e c e s a r i a m e n t e l a m i s m a e o t o d a s l a s 
e o m b i n a e i o n e a , y a q u e o s p o s i b l e o b s e r v a r p o t e n c i a c i ó n , s u m a c i ó n o 
a n t a g o n i s m o e n c o m b i n a c i o n e s d i f e r e n t e s d e l a u u m b i n a c i ó n e n e s f i x l t o L o 
c u a l d e s c r i b e u n c o m p o r t a m i e n t o b i m o d a l o m u h i m o d a l e n l o s a g e n t e s 
p r o b a d o * <l> 
P a r a f i n e * d e v a l o r a c i ó n e i n t e r p r e t a c i ó n d e u n a i n t e r a c c i ó n s e e m p l e a l a 
c u m b t o a c i ó o - i s o e l é c t o . 
L a e o m b i n a c t ó o P A 1 + T N F s o b r e l a s c é l u l a s b e n i g n a s d e t r í g a ^ i r y d e c o l o n 
y eá a d e n o C a . d e c o l o n n o p r e s e n t a r o n i n t e r a c c i ó n , D d a A o o b s e r v a d o A I l a s 
c o x D b i o f r e k n J C S fiie s i t n i l a r a l q u e p r e s e n t a r o n l a s c é l u l a s t r a t a d a s 
ROTEAMELI CRAI P A I . 
L o s d a t o s r e f e r i d o s p r e v i a m e n t e b a c c a e v i d e n t e q u e l a P A I s e n s i b i l i z a o 
i n d u c e a i e f e c t o t u m o r i c i d a d e l T N F y q u e l a c o m b i n a c i ó n P A I + T N F 
m a n t i e n e l a t o x i c i d a d c e l u l a r . 
E n r e l a c i ó n a t o s m e c a n i s m o s d e l e s i ó n c e l u l a r d e l a P A J s e h a r e p o r t a d o 
r r t j b i c i n n d e l a t u p o i s o m c r a s a 11 p o r L a n s i a u x y c o i s < s » y l a g e n e r a c i ó n d e 
r a d i c a l e l i b r e a p o r Z a n n i l a tS7y E n e»4e c o n t a t a . U n g r u p o s d e A l c x a n d a " 
« • > . O r r y R a y m o n d («o> h a n e n c o n t r a d o q u e i n h i b i d o r e s d e l a 
t o p o i s o m o a s * l í c o m o e l c t o p ó s t d o y a g e n t e s q u i m i o t e r a p é u t i c o s q u e 
i n d u c e n l a g e n e r a c i ó n d e n i l i u a j i s l i b r o s a t r a v é s d e m e a n i u m o K i n f l a y 
e x r a c e l u J a r e s . c o m o l a m i t o m t c i n a C y l a a d n a m i c l n a r e s p e c t i v a m e n t e , 
p o t e n c i a n l a a c c i ó n a i r u t u m o n f d e l T N F . E q e s t e e s t u d i o s e d e m u e s t r a q u e 
l a P A I t a m b i é n a c o s i b ü i z a d d a f l o c c h s l t r d e l T N F . 
E s t a s o b s e r v a c i o n e s s u b i e r e n q u e t a a d m i n i s t r a c i ó n c o n j u n t a d e e s t o s 
a g e n t e s e n n e o p l a s m a s h e p á t i c a s y d e e é r v í x p u d i e r a resultar e n l a r e m i s i ó n 
p a r c i a l o t o t a l d e e s t o s t u r m a - e s l o q u e c t s x ì i a ^ r i a a a u m e n t a r ka s o b r e v i d a 9 t 
p a c i e n t e s ccwi e s t a s e n t i d a d e s p a i o l ó g f c a a . 
E n d d e f a s e c l í n i c a 1 p a r a e v a l u a r d e f e c t o d e l a P A I e n p a c i e n t e s 
c o n c a r c i n o m a c è r v i c o u t e r i n o ( C a C u ) recurrente, M a r t í n e z y c o i s « i » 
e t i c o n t n u o Q I B a w o e o t o i t É J i i f í c a t i v o e n l a s o b r e v i d a y u n a m e j o r c a l i d a d d e 
l a m i s m a , d e b i d a a l a d i s m i n u c i ó n d e l a m a s a t u m c r a l , l o c u a l d i s m i n u y ó l a s 
E s t e rango d e s o b r e v i d a p u d i e r a m c r a n e r W s e a l o p t i m i z a r e l e s q u e m a d e 
t r a t a m i e n t o d e l a c o m b i n a c i ó n P A I + T N F y l o g r a r e v e n t u a l d i e n t e l a 
d i a n t n u c k v i d e l o s e l e c t o s t ó x i c o s . 
E s t u d i o s r e a l i z a d o s p o r B a l l e s t e r o s y c o i s , re® h a n e v i d e n c i a d o q u e l a P A l 
i n d u c e l a s e c r c c i Ó Q d e l T N F t a n t o e a s a n g r e c o m o e n h o m o g e n a d o 
p u l m u n v d e reloots a J b i o o a c e p a C D - 1 . E s t e e f e c t o t a m b i é n s a h a j s v u * l a d o 
e n m a c r ó f a g o s t a u r i n o s p a r a a g e n t e s q u i m i o t e r a p é u t i c a s c o m o l a 
lali imni i HUÍ y n u t r a n i c i t a C 
I a i n f o r m a c i ó n m e n c i o n a d a s u g i e r e q u e l a s o b s e r v a c i o n e s d d e s t u d i o d e 
f a s e c l í n i c a l d e l a P A I , p u d i e r a d e b e r s e al e f e c t o c o n j u n t o d e a m b o s 
c o m p u e s t o s . 
L a a d m i r u s t r a o ó n d e l a c o m b i n a c i ó n P A 1 + T N F p o d r í a i n d u c i r t u l o a n c i a 
c e l u l a r b v t a l a t o x i c i d a d i n d u c i d a p o r d T N F . S e b a d e s c r i t o q u e l a l i n e a 
c e J u J a r h e p á t i c a í l e p G2 « t i p « e t i * i a d a c o a d T N F y p o s e n o r m e n t c 
e x p u e s t a a d o s > s n o r m a l no c < t c t ó x i c a s d e l T N F y A c t - l í o o p r e o i i a d a A o 
c c l u l a r . 
C o n b a s e e n d e f e c t o o t e e r v a d o s o b r e l a l i n e a c e l u l a r a d e u o C a . d e m a m a 
s e r i a o t a i v c m e n i e e v a l u a r e l e f e c t o d e « t a c o m b á n a L * i ó n s o o t r a s n e o p ' a ^ i a s 
d e g l á n d u l a m a m a n a . y a q u e l a l i n e a c e l u l a r e s t u d i a d a p r e s e n t a u n a p o b r e 
respuesta a l a t o x i n a ; a ú n y c u a n d o s u i n t e r a c c i ó n c o o d T N F s e a p o s i t i v a , 
l a t d o s v d e P A l q i B m o O n r o A e d e e f e o o se encuentran m u y c e r c a n « a l a s 
q u e p r o d u j e r o n d a A o e n l a s c é l u l a s h c m i g n a * . 
4A S e u i b U Í 2 M ¡ 6 I C M A e t - D 
D e b i d a a q u e l a m a y o r í a d e l a s c é l u l a s e s t u d i a d a s p r e s e n t a r » » « p s i f l c o c ú a i 
e f e c t o t ó x i c o d e l T N F , s e r e a l i z ó u n p r o - t r a t a m i e n t o s e n s i b i l i z a d o « c o n d 
i n h i b i d o r d e l e s í n t e s i s p r o t e í n a s A c t - D , e s t e c o m p u e s t o o c a s i o n a u n a 
n o t o r i s i n d u c c i ó n d e l a c i t ó ! ¡ s i s m e d i a d a p o r e l T N F o * . « v 
l ^ s l i n e a s c e l u l a r e s e x p u e s t a s a e s t e b l o q u e a d o ? i r c t a b ó l i c o p r e v i o a l a 
e x p o s i c i ó n c o n l a P A I n o m n s t r a m o • r t o n c c i ó n . s i n o l a « u m a c i ó n d e l o s 
e f e c t o s d e a m b o s c o m p u e s t o s . E n c a m b i o , s e o b s e r v ó u n a u m e n t o e n l a 
s e n s i b i l i d a d d e l o s l í n e a s c e l u l a r e s a l a e h ó t i s i s d d T N F ( o í c o m b i n a c i ó n 
c o n l a P A I ) e n d o n d e s e p r e s e n t ó s i a n a c t ó n e x c e p t o p a r a l o s c é l u l a s d e 
h e p a t o b l e s t o m a » f i b r o b l a s t o s y a d e n o C a . d e m a m a e n d p r e t r a l a m í e m o p o r 
2 4 h , d o n d e s i s e o b s e r v ó i n t e r a c c i ó n p o s i t i v a L a * I h i ^ n c e l u l a r e s m a n i r a r o n 
d a ñ o i n w o s i b l c y I b i s a d u l a r , l o c u a l s e e n c u e n t r a e n t o t a l c o o c o n J a o c i a 
c o n tas g r u p « » d e F r a n » e n f 2 ^ y R u f f tfr«v 
E n e s t e e s t u d i o d d t f o f u e o b s e r v a d o e o t o d a & l a s l i n e a s c c t u l a r e a ; e s d e c i r 
n o s e m a n t u v o l a t o * i e i d a d s e l e c t i v a » e s t e hecJw» p e t m n e r e c f a a a r e l p r e -
t r a t a m i e n t o c o n A c t - t t o í l a c o m b i n a c i ó n P A I T N F y a q u e s e a l e j a d e u n o 
d e l o s o b j e t i v o s d e l a q u i m i o t e r a p i a : " e l d a ñ a r p v u f « u i l c u i a t t e a c é l u l a s 
m a l i g n a s " * o% 
4 J C o n i b l a a c t ó o P A I + M l t 
L a a d c m m s t r a c t ó o c o n j u n t a d e P A l + M « t s o b r e l a s l í n e a s c e l u l a r e s r e s u l t ó e o 
p o t e n c i a c i ó n p a r a l a s c é l u l a s b e o i g n a s y n e o p t á s i c a s d e c o l o n y 
h e p a t o h l s s a o n i a . P e r l o c o n t r a r i o , I s c é l u l a s d e d e C h a n g y a d e n o C a . 
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d e m a m a b d s e o b s e r v ó m U n c c t ó o . L o a n t e r i o r i n d i c ó q u e l a c o m b i n a c i ó n 
p r e s e roa t o x i c i d a d s e l e c t i v a h a c i a h i p i d o m a s n o p a r a c u k n . Y a q u e t a n t o l a 
P A 1 c o m o l a M i l s o n g e n o e d o r e s d e r a d i a l e s l i b r e e <S7jtn, l a a r a i o b t l i d a d o 
r e s i s t e n c i a h a c i a e l d a ñ o o x ( d a t i v o d e c & a c o m b i n a c i ó n p u e d e d e t i e n e a la . 
e x p r e s i ó n d e l a p r o t e í n a p r o t e c t o r a m a n g a n e w t * u p e r ó x i d o d i s m u t a a a . 
( M n S O D ) . L a e x p r e s i ó n d e l a M n S O D e s r e c u l a d a p o r e l e s t r é s o x i d a t t v o y 
p o r c i e r t a s c í t o c i n a a , o V r c l a s q u e s e i n c l u y e a l T N F (&s.*fc>7>. 
P o g r c b n i a k b a p u b l i c a d o q u e c o m p u e s t o s q u e g c i u u c i t o t M » c i < f a d a b a v é s 
d e l a g a j o a c i ó n d e r a d i c a l e s t i b n s p o t o i c i a n d e f e r t o c i l u c i d a d e l T N F M > . 
P o r l o t a n t o , e n e s t e t r a b a j o s e b a c e e v i d e n t e q u e l a P A l q u e t a m b a n e s i a t 
c o m p u e s t o q u e p r o d u c e r a d i c a l e s l i b r e s , d e i g u a l f o r m a s a a s i b d a a a l d a ñ o 
c e l u l a r m e d i a d o p o r e l T N F e n l a s c ó l u l a s n e o p l é s t c a s 6 c b e p a t o m a , 
t a ^ m t o M a a J w o a . a d e o o C a * d e m a m a y C a . d e c á v r a . 
4 . 6 C M b i M d ó i P A l * í F V 
c o m b i n a c i ó n d e l a P A I c o n e t a n ü o i e t a b o h t o 5 F U n o p r e s e n t ó 
i n t e r a c c i ó n e n o t o g u n a d e l a s l i n e a s c e l u l a r e s e f l n d i n H a v E l i n e r t i s m o 
resultante p u e d e d e b e r s e a u n o o o t r o d e l o s a g e n t e s p a r t i c i p a n t e s e n e s t e 
e x p l ó t e n l o , P o g r e b o i a k y c o i s . <«•> h a n r e p o r t a d o q u e e s t e a g e n t e 
q u i m i o t e r a p c v a c o n o g e n e r a » p e e í e s a c t i v a s d e m r i g e n o y n o a m p l i f i c a l a 
p r o d u c c i ó n d e l T N F , e s t o p u d i e r a e x p l i c a r e l p o r q u e n o s e o b s o ~ v ó 
n * e r e e c i ó n o > e s t a c o m b i n a c i ó n . 
C A P Í T U L O C I N C O 
CONCLUSIONES» P E R S P E C T I V A S Y CONTRIBUCIONES 
9 . 1 C O N C L U S I O N E S 
• L a d c t e n i u n a c i ó n d e l a s C T m a x , C T m m y CT50 c o n l o s m é t o d o s m o r f o l ó g i c o 
y d e S T U I d e t n p a n o i n d i c a r o n q u e e l d a A o c e l u l a r p r o d u c i d o p o * l a P A t e s 
d e p e n d i e n t e d e l a d o s i s y q u e m a n t i e n e l a t o x i c i d a d s e l e c t i v a h a c i a c é l u l a s 
tm>onUe&. 
• L a s l i n c a s c e l u l a r ^ e x p u e s t a s a l T N F n o p r e s e n t a r o n d a f i o . a e x c e p c i ó n d a 
a d m o C a . d e m o m a a l a s d o s i s d e 1 0 y l ó O n g ó n L . 
• T o d a s l a s l i n e a s c e l u l a r e s e s t u d i a d a s e x p u e s t a s a te c o m b i n a c i ó n P A I + T N F 
q u e p r o d u j o i s o e f c c t o p r e s e n t a r o n t o x i c i d a d s c l c c t r v a » e s t o s e o b s e r v ó c o l o s 
cuatro m é t o d o s d e c v a l u v i Ó D . 
• 1 a c o m b i n a c i ó n P A 1 + T N F p r o d u j o n t e r a c c i ó n p o s i t i v a o p o l e n c l ú c i ó a e n l a s 
l i n e a n e m u l a r e » d e h e f a i c s n a P L C / P R F / S . b c p a t o b l a s t o m a H c p G 2 , a d e n o C a . 
d e m a n a B T - 2 0 y c a r c i n o m a d e c o - v i z S f H A . 
• B p v e t r a t a m i c f t t o c o n A c t - D s e o s í b t l i a ó a l d a f t o p r o d u c i d o p o r e l T N F p e r o n o 
n u u n i e e e l a t o x i c i d a d s e l e c t i v a o l * « r v a d a c o n l a c o m b i n a c i ó n P A I + T N F . 
• LA c o m b i n a c i ó n P A l + M i t p r e s e n t ó p o t e n c i a c i ó n e o l a s l i n e a s c e l u l a r e s d e 
b e p s t o b l a s t o m a H e p G 2 » c o l o n b e n i g n o y a d e n o C a . d e c o l o a L o V o » 0 1 t a n t o 
q u e l a s c é l u l a s b e n i g u s d e h í g a d o d e C h a n g y a d e n o C a . d e m a m a B T - 2 0 DO 
m o s t r a r o n o i t a a c c i ó n . 
• c o m b i n a c i ó n P A I + 5 F U p r e s e a t ó i n t e r a c c i ó n a n t a g ó n i c a c o n t o d a s l a s 
l i n e a s c e l u l a r e s 
S J P E R S P E C T I V A S 
• D e t e r m i n a r l a p r e s e n c i a d e l a p r o t e i c a p r o t e c t o r a M á n g a t e » s u p e r ó a d o 
d i s m u t a s a e n l a s l í n e a s c e l u l a r e s e m p l e a d a s e n e s t e y a q u e e s t a 
e n t i n a c a t a l i z a a l o s radicales s u p e r ó x i d o l o s c u a l e s s e o c o m p o n e n t e s c l a v e 
e n t a m u e r t e c e l u l a r m e d i a d a p o r e l T N F . 
• D e t e r m i n a r e l e f e c t o d e l a c o m b i n a t a á n P A l + T N F e n tfj'as l i n e a s t u m o r a l c s 
A i " « " a 
• E l u c i d a r e l m e c a n i s m o d e l a m £ e r a c c t ó n p o s i u v a d e 1a c o m b i n a c i ó n P A 1 + T N F 
s o b r e u n a b a s e c e l u l a r y / o m o l e c u l a r . 
* E s t u d i a r d e f e c t o d e i a c o m b i n a c i ó n P A 1 + T N F e n d i s t i o t o s e s q u e m a s d e 
a d m i n i s t f m : T Ó N e n tai m o d e l o ¿ N V I N O . 
* E s t u d i a r d e f e c t o d e l a c o m b i n a c i ó n P A 1 + T N F c o n u n t r a a m i e m o p r e v i o c o n 
d T T J F e n u n m o d e l o m v i v o . 
* D e t e r m i n a r l a s c o o c c n t r a c i o n c ! * d e T N T c i r c u í a m e e n l o s p a c t o M s m u h u d o g 
e n l o s p r o t o c o l o s d e f o s e c l í n i c a I d é l a P A 1 , 
S a C O N T R I B U C I O N E S 
L o s r e s u l t a d o * o b t e n i d o s e s e s i e t r a b a j o n o s i n d i c a n q u e l a R A I s e n s i b i l i z a oJ 
d a f i o c d u l v m e d i a d o p o r T N F e t n t r m c o o n s p o s i t i v a m e n t e c o n « M e c o m p u e s t o 
e n l a » l i n e a s c e l u l a r e s d e h e p a t o m a P I . C / P R F / S , b e p a t o b l a s t o r a a H e p ( 1 2 , 
a d e n o C a . d e m a m a B T 2 0 y C a . d e c é r v t x S I H A y o o o l a m i t o a l t e r n a C e n l o a 
l i n e a s c e l u l a r e s d e h c p s t o b t a s t o m a H e p G 2 , c o l o n B ^ i g n u y a d e o u C a . d e C O I U Q 
L o V o . 
í Y i n b a s e a l o s r e s u l t a d o s a q u í p r e s e n t a d l a s e s u p i e r e q u e d t m a m i a M o 
c o m b i n a d o d e e t r a a g e n t e s , p o d r í a b r i n d a r n u e v a s « ip^an iMi r f^d*« t e r a p é u t i c o » a 
l e a p a c i e n t e s q u e m a n i f i e s t e n e s t e t i p o d e n e o p t a s i o s . 
S i n e m b a r g o . e s n e c o s a r i o TCOIITW e s t u d i o s a d i c i ó n a l a s p a r a « « c l a r e c e r l o a 
m e a r c a n o s i n v o l u c r a d l a y s u e f e c t o m v i v o , y a q u e : s i t e t r a b a j o p o r a a d 
p r i m e r o e n e s t e t ó p i c o . e s s ó l o e l p r i n c i p i o d e u n c a m p o t o d a v í a i n e x p l o r a d o p a r a 
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